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Naslov doktorske disertacije: „Efekat grelina na regulaciju antioksidativnih enzima 
i inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri pacova ” 
U poslednjih nekoliko godina, objavljeni naučni podaci sve više ukazuju na 
antioksidantne i antiinflamatorne efekte grelina. U ovoj doktorskoj disertaciji su izučavani 
efekti grelina na ekspresiju enzima jetre: superoksid dismutaze (engl. Superoxide Dismutase, 
SOD), katalaze (engl. Catalase, CAT), glutation peroksidaze (engl. Glutathione peroxidase, GPx) 
i glutation reduktaze (engl. Glutathione reductase, GR), kao i ekspresiju njihovog uzvodnog 
regulatora, nuklearnog faktora-kB (engl. Nuclear factor- kappa B, NFκB). Takođe su izučavani 
efekti grelina na regulaciju enzima inducibilne azot-monoksid-sintaze (engl. Inducible nitric 
oxide synthase, iNOS; NOS2) u jetri pacova. Jedan od ciljeva istraživanja u okviru ove 
doktorske disertacije je bio i utvrđivanje uloge kinaze regulisane ekstraćelijskim signalima 
(engl. Extracellular regulated protein kinase, ERK1/2) i protein kinaze B (engl. Protein kinase B, 
Akt) u grelinom regulisonoj aktivnosti i ekspresiji antioksidatnivnih enzima i iNOS u jetri 
pacova.  
Kontrolni, normalno hranjeni mužjaci pacova, Wistar soja (mase 200-250g) kao i 
mužjaci pacova koji su bili na dijeti bogatoj mastima (engl. High fat diet, HF), tretirani su 
grelinom (0,3nmol/5μl) intracerebroventrikularnim (ICV) injeciranjem, u bočne cerebralne 
komore svaka 24 h, u trajanju od 5 dana. Dva sata nakon poslednjeg tretmana, životinje su 
žrtvovane i izolovane su jetre. Za utvrđivanje nivoa ekspresije proteina: iNOS, 
antioksidativnih enzima, fosforilacije Akt na Ser473, ERK 1/2 i NFκB, subjedinica p50 i p65, 
primenjena je Western blot metoda. Dobijeni rezultati pokazuju da dolazi do povećanja 
ekspresije proteina za enzime antioksidativne zaštite: Cu/Zn-SOD (p<0,05), Mn-SOD 
(p<0,05), CAT (p<0,01), GPx, (p<0,001), kao i GR (p<0,01) u grupi normalno hranjenih  
životinja tretiranih grelinom u poređenju sa kontrolnim životinjama. Grelin značajno 
smanjuje ekspresiju iNOS (p<0,001) kao i fosforilaciju NFκB subjedinica p65 (p<0,001) i 




pacova. Nivo fosforilacije Akt na Ser473 značajno je veći u grelinom tretiranoj grupi nego kod 
kontrolnih životinja (p<0,01).  
Tretman gojaznih pacova grelinom doveo je do značajnog povećanje ekspresije 
enzima antioksidativne zaštite: Cu/Zn-SOD (p<0,05), Mn-SOD (p<0,05), CAT (p<0,05), 
GPx (p<0,05) kao i ekspresije transkripcionog faktora NFκB p65 (p<0,001), dok je značajno 
smanjio fosforilaciju ERK1/2 (<0,05) i Akt (p<0,01) u poređenju sa ne-tretiranim  gojaznim 
pacovima. 
Dobijeni rezultati pokazuju da grelin reguliše ekspresiju antioksidativnih enzima i 
iNOS kod kontrolnih, normalno hranjenih  pacova preko Akt/ERK1/2 kinaza. Takođe, 
grelin smanjuje posledice indukovanog oksidativnog stresa kod gojaznih pacova povećanjem 
ekspresije i aktivnosti enzima antioksidativne zaštite.  
U zaključku, rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da u jetri normalno 
hranjenih pacova, aktivacija Akt i ERK1/2 je uključena u regulaciju ekspresije 
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In recent years, there have been prominent findings suggesting that ghrelin has 
antioxidant and anti-inflammatory effects. In this study we investigated the effects of ghrelin 
on protein expression of liver antioxidant enzymes superoxide dismutases (SODs), catalase 
(CAT), glutathione peroxidase (GPx), and glutathione reductase (GR) as well as protein 
expression of their upstream regulator, nuclear factor kappa B (NFκB). We have also studied 
the effects of ghrelin on liver inducible nitric oxide synthase (iNOS) protein expression. 
Furthermore, we aimed to investigate whether extracellular regulated protein kinase (ERK 
1/2) and protein kinase B (Akt) are involved in ghrelin regulated liver antioxidant enzymes 
and iNOS protein expression. Male Wistar rats (200-250g) were treated with ghrelin 
(0,3nmol/5µl) injected into the lateral cerebral ventricle every 24 h for 5 day, 2 h after the 
last treatment the animals were sacrificed and liver excised. For protein expression of 
antioxidant enzymes, iNOS, phosphorylation of Akt at Ser473, ERK1/2 and nuclear factor B 
(NFκB) subunits 50 and 65, Western blot method was used. Results show significantly higher 
protein expression of Cu/Zn SOD (p<0,05), Mn-SOD (p<0,05), CAT (p<0,01), GPx, 
(p<0,001), and GR (p<0,01) in the liver isolated from ghrelin treated animals compared with 
control animals. On the contrary, ghrelin significantly (p<0,001) reduced protein expression 
of iNOS. In addition, phosphorylation of NFκB subunits p65 and p50 were significantly 
(p<0,05) decreased by ghrelin when compared with controls. Phosphorylation of ERK1/2 
and phosphorylation of Akt at Ser473 were significantly higher in ghrelin treated than in 
control animals (p<0,05 for ERK1/2; p<0,01 for Akt). In conclusion, results from this study 
show that activation of Akt and ERK1/2 are involved in ghrelin-mediated regulation of 
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 AC   adenil ciklaza 
ACTH  adrenokortikotropni hormon - (engl. Adrenocorticotropic Hormone) 
Akt   protein kinaza B - (engl. Protein Kinase B) 
AL   arginosukcinat liaza - (engl. Argininosuccinate Lyase)  
ALP   alkalna fosfataza - (engl. Alkaline Phosphatase) 
APS   amonijumpersulfat 
Arg   arginin - (engl. Arginine)  
AS   arginosukcinat sintaza - (engl. Argininosuccinate Synthase)  
ATP   adenozin trifosfat  
BCA   bicinhoninična kiselina - (engl. Bicinchoninic Acid)  
BCIP   fosfatni reagens - (engl. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate) 
BH4   tetrahidrobiopterin 
Bn   bazna linija koja predstavlja prosečni šum - (engl. „Background”) 
BSA   goveđi serum albumini - (engl. Bovine Serum Albumine) 
cAMP ciklični adenozin monofosfat 
CAT katalaza (engl. Catalase) 
cDNK  DNK komplementarna molekulu RNK - (engl. Complementary DNA) 
cGMP  ciklični guanozin monofosfat 
Co-A  koenzim A 
CT   pražni ciklus - (engl. „Threshold Cycle”)  
Cu/Zn-SOD  bakar cink SOD 
DAG    diacil-glicerol 
DAMO   diacetil monoksim 
DDC    dietilditiokarbamat - (engl. Diethyl-Dithiocarbamate) 
DMT2   dijabetes melitus tipa 2 
DNK    dezoksiribonukleinska kiselina 
dNTP   dezoksiribonukleotid trifosfat 
DPC-H2O   voda tretirana dietilpirokarbonatom 




EC-SOD  ekstracelularna SOD 
EDTA  etilendiamintetrasirćetna kiselina - (engl. Etylenediaminetetraacetic Acid)  
eNOS    endotelna NOS - (engl. Endothelial NOS)  
ER    endoplazmatski retikulum 
ERK1/2 ekstracelularnim signalima regulisane kinaze 1 i 2 - (engl. Extracellular 
Signal-Regulated Kinases 1 and 2)  
G    grupa pacova tretiranih grelinom - (engl. Ghrelin) 
GH    hormon rasta - (engl. Growth Hormone) 
GHRH   GH-oslobađajući hormon - (engl. GH-Releasing Hormone) 
GHRH-R   GHRH receptor - (engl. GHRH Receptor) 
GHS    GH-sekretagozi - (engl. GH-Secretagogues)  
GHS-R   GHS-receptor - (engl. GHS-Receptor) 
GHS-R1a   GHS-R tipa 1a - (engl. GHS-R Type 1a) 
GPCR  receptor spregnut sa proteinom G - (engl. G Protein-Coupled Receptor) 
GPx glutation peroksidaza - ( engl. Glutathione peroxidase) 
GR glutation reduktaza - ( engl. Glutathione reductase) 
GSH redukovani glutation 
GSSG oksidovani glutation 
GTP    guanozin trifosfat  
H2O2    vodonik peroksid 
HF  grupa pacova koja je bila na režimu ishrane bogatoj mastima - (engl. 
High Fat) 
HFG   grupa gojaznih pacova tretiranih grelinom - (engl. HF-Ghrelin) 
HOMA metod za procenu funkcije β ćelija pankreasa i stepena rezistencije na 
insulin iz bazalnih (natašte) vrednosti glukoze i insulina, odnosno c 
peptida - ( engl. Homeostasis Model Assessment Index) 
HOMA-IR  HOMA-indeks odeređivanje stepena rezistencije na insulin 
HOMA-β   HOMA-indeks je mera funkcionalnog kapaciteta β-ćelija pankreasa 
HRP    peroksidaza rena - ( engl. Horse Radish Peroxidase) 
[125I-His9]ghrelin  radioaktivno obeležen grelin 
I.N.T   2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hloridom 
ICV    intracerebroventrikularno; način aplikacije 




IGFR-1   receptor za insulinu sličnan faktor rasta-1 - ( engl. IGF-1 Receptor) 
IgG    imunoglobulin G 
IkB    inhibitor NFκB - ( engl. Inhibitor of NFkB) 
IkK    IkB kinaza - (engl. IκB Kinase) 
iNOS    inducibilna NOS -  engl. Inducible NOS) 
IP    intraperitonealno; način aplikacije 
IP3    inozitol 1,4,5-trifosfat 
IR    rezistencija na insulin - (engl. Insulin Resistance) 
iRNK    informaciona RNK 
IRS-1  supstrat receptora za insulin-1 - (engl. Insulin Receptor Supstrate-1) 
ISPF    isonitrosopropiofenon 
IV    intravenski; način aplikacije 
J125-insulin   radioaktivno obeležen insulin 
JNK/SAPK  c-Jun N-terminalna kinaza - (engl. c-Jun N-Terminal Kinase/Stress-
Activated Protein Kinase) 
KONT   kontrolna grupa pacova  
LPS   lipopolisaiharidi 
MAPK  mitogenima aktivirane protein kinaze - (engl. Mitogen-Activated Protein 
Kinases) 
MAPKK kinaze MAPK - (engl. MAPK Kinases) 
MAPKKK kinaze MAPKK - (engl. MAPKK Kinases) 
Mn-SOD  mangan SOD 
MnTBAP mitohondrijalni sintetski analog SOD - (engl. Manganese [III] tetrakis (4-
benzoic acid) porphyrin) 
NADP   nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NADPH  redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NaHCO3   natrijum bikarbonat 
NBT    hloridni reagens - (engl. Nitro Blue Tetrazolium Chloride) 
NFκB  nuklearni faktor-κB - (engl. Nuclear Factor-κB) 
NFκB-p50  subjedinica p50 NFκB 
NFκB-p65  subjedinica p65 NFκB 
NH4
+    amonijum jon 




NO    azot-monoksid 
NO2
-    nitritni jon 
NO3
-    nitratni jon 
NOS    NO-sintaza - (engl. NO Synthase) 
O2
-    superoksidni anjon 
OxS   Oksidativni stres (engl. Oxidative Stress) 
PBS  fiziološki rastvor puferovan fosfatnim puferom - (engl. Phosphate Buffer 
Saline) 
PCR    reakcija lančanog umnožavanja - (engl. Polymerase Chain Reaction) 
PEG    polietilenglikol 
PH  plekstrinu homologi domeni, kratke oligopeptidne sekvence u 
proteinima - (engl. „Pleckstrin Homology”) 
PI3-K   fosfatidilinozitol-3 –kinaza - (engl.Phosphoinositide 3-Kinase) 
PIP2 fosfatidilinositol 4,5- bifosfat 
PIP3    fosfatidilinozitol 3,4,5- trifosfat 
PKB   protein kinaza B - (engl. Protein Kinase B) 
PMSF    fenilmetansulfonilfluorid – (engl. Phenylmethanesulphonylfluoride) 
PVDF   vrsta transfer membrane - (engl. Polyvinylidence Difluoride) 
qRT-PCR  lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu – (engl. Quantitativ Real 
Time-PCR) 
RIA    radioimunološka metoda - (engl. Radioimunoassay) 
RNK    ribonukleinska kiselina 
ROS   reaktivne vrste kiseonika - (engl. Reactive oxigen species) 
SDS    natrijum dodecil sulfat - (engl. Sodium Dodecyl Sulphate) 
SDS-PAGE  poliakrilamidna gel elektroforeza u prisustvu deterdženta SDS - (engl. 
SDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
SEM    standardna greška 
SMK slobodne masne kiseline  
SOD superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase) 
TBS  fiziološki rastvor puferovan Tris-om - ( engl. Tris-Buffered Saline) 
TBS-T   0,05% Tween 20 u TBS puferu 
TCA    trihlor-sirćetna kiselina - ( engl. Trichloroacetic Acid) 




Tris    tris (hidroksimetil) aminometan 
XOD   ksantin oksidaze - ( engl. Xanthine Oxidase) 
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 1.  Uvod 




Oksidativni stres (engl. Oxidative Stress, OxS) podrazumeva poremećenu 
bioraspoloživost reaktivnih vrsta kiseonika (engl. Reactive oxygen species, ROS), koja je rezultat 
narušene ravnoteže između stvaranja i uklanjanja ROS, odnosno poremećene antioksidativne 
odbrane organizma (Sies sa sar., 1985; Halliwell, 1987a). Enzimi antioksidativne zaštite kao 
što su: superoksid dismutaza (engl. Superoxide Dismutase, SOD), katalaza (engl. Catalase, CAT), 
glutation peroksidaza (engl. Glutathione peroxidase, GPx) i glutation reduktaza (engl. Glutathione 
reductase, GR) predstavljaju sistem antioksidativne zaštite organizma od pojave mogućih 
oštećenja izazvanih OxS (Halliwell sa sar., 1990). Osnovna uloga SOD je da konvertuje O2*- 
u H2O2. Peroksidi, uključujući i one koji su nastali aktivnošću SOD, se metabolišu aktivnošću 
GPx i CAT do vode, dok se uloga GR u antioksidativnoj odbrani ćelija sastoji u održavanju 
glutationa u redukovanom stanju, koje je neophodno za aktivnost GPx. Veoma bitan 
mehanizam u sprečavanju mogućih oštećenja organizma prouzrokovanih OxS, podrazumeva 
održavanje koncentracije ROS u okvirima fizioloških granica kao i adekvatan odgovor 
komponenti antioksidativne zaštite (Taniguchi sa sar., 2004; Cetin sa sar., 2011).  
Jetra je organ koji ima centralnu uloga u održavanju homeostaze organizma. Jedna 
od najznačajnijih metaboličkih uloga jetre je proces detoksifikacije kao i antioksidativna 
zaštita. Jetra poseduje jedan od najjačih antioksidativnih kapaciteta u organizmu. Takođe, u 
jetri se odvija niz intezivnih metaboličkih procesa kao što su metabolizam masti, glukoze i 
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proteina (katabolizam i anabolizam), skladištenje supstanci, biotransformacija endogenih 
supstanci, kao i katabolizam hormona.  
Inducibilna azot-monoksid-sintaza (engl. Inducible nitric oxide synthase, iNOS; NOS2) 
je enzim čijom aktivnošću se oslobađa velika količina reaktivnog azot monoksida (engl. Nitric 
Oxide, NO), koji lako reaguje sa drugim ROS. U reakciji NO i superoksidnog anjona (O2
*-) 
nastaje peroksinitrit, koji dovodi do nitrozilacije proteina, oštećenja dezoksiribonukleinske 
kiseline (DNK) i aktivacije poli (ADP-riboze) polimeraze (Beckman sa sar., 1990; 
Ponnuswamy sa sar., 2009). Nastali peroksinitrit reaguje sa drugim molekulima nakon čega 
se formiraju druge reaktivne vrste kiseonika i azota, kao što su azot dioksid, peroksinitritna 
kiselina i hidroksi-radikal (Hall sa sar., 2004; Ponnuswamy sa sar., 2009).  
U kojoj meri, koliko dugo i na kom mestu će se aktivirati iNOS i generisati NO zavisi 
kako od vrste stimulusa, tako i od tipa ćelije u kojoj je iNOS aktiviran (Li sa sar., 1999). Tako 
npr. u stanjima inflamacije jetre, koja mogu biti prouzrokovana i gojaznošću, hepatociti su 
izloženi povećanoj koncentraciji NO, koga stvaraju, kako okolne ćelije jetre, tako i same 
hepatocite (Li sa sar., 1999; Rius sa sar., 2012). Za regulaciju transkripcije gena za iNOS, 
neophodna je aktivacija faktora transkripcije, Nuklearnog Faktora-κB (engl. Nuclear factor-
kappa B, NFκB) (Li sa sar., 1999). Pokazano je da redoks-osetljivi transkripcioni faktor NFκB 
predstavlja važan detektor stresa i da ima ključnu ulogu u određivanju „sudbine“ ćelije 
izložene OxS (Martindale sa sar., 2002; Djordjevic sa sar., 2010). ROS mogu da aktiviraju 
NFκB, usled čega dolazi do pokretanja transkripcije brojnih gena, uključujući i gene za 
enzime antioksidativne zaštite i iNOS proteine (Kim sa sar., 1994; Wan sa sar., 1994; Xu sa 
sar., 1999; Zhou sa sar., 2001; Rojo sa sar., 2004; Djordjevic sa sar., 2010). 
Stimulacija aktivnosti i ekspresije enzima antioksidativne zaštite i iNOS proteina 
može se indukovati različitim agensima i/ili hormonima kao što je grelin. Grelin je peptidni 
hormon i endogeni ligand za receptor sekretagoga hormona rasta (engl. Growth hormone 
secretagogue receptor, GHS-R) (Kojima sa sar., 1999; Cetin sa sar., 2011), koji se prevashodno 
sintetiše i luči u želucu. Njegovi transkripti nađeni su u jetri, što ukazuje da pored endokrinih 
ima i druga svojstva (Kojima sa sar., 1999; Gnanapavan sa sar., 2002; Cetin sa sar., 2011). 
Podaci iz literature ukazuju da grelin ispoljava pozitivne efekte na kardiovaskularni, 
gastrointestinalni, reproduktivni i imunski sistem (Chang sa sar., 2004; Iseri sa sar., 2005; 
Yada sa sar., 2006; El Eter sa sar., 2007; Kheradmand sa sar., 2009; Arici sa sar., 2011; Cetin 
sa sar., 2011). Jedan od pozitivnih efekata grelina je i njegov uticaj na enzime antioksidativne 
zaštite (AOZ) (Suematsu sa sar., 2005; Zwirska-Korczala sa sar., 2007; Suzuki sa sar., 2011), 
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kao i njegovo anti-inflamatorno dejstvo na procese izazvane OxS u raznim organima, kao 
što su srce, jetra i pankreas (Dembinski sa sar., 2006; Xu sa sar., 2008; Hedayati sa sar., 2009; 
Hou sa sar., 2009b; Huang sa sar., 2009; Suzuki sa sar., 2011).  
Efekti grelina se ostvaruju preko složene mreže međuzavisnih intracelularnih 
signalnih puteva, koji uključuju kinazu regulisanu ekstracelularnim signalima (engl. 
Extracellular regulated protein kinase 1/2, ERK1/2) i protein kinazu B (engl. Protein kinase B, Akt) 
(Iantorno sa sar., 2007; Sudar sa sar., 2011) (Iantorno sa sar., 2007; Sudar sa sar., 2011). 
Signalni put ERK1/2 je specifična serin-treonin (engl. Serin- Threonin, Ser/Thr) kinazna 
kaskada u koju su uključene mitogenima aktivirane protein kinaze (engl. Mitogen Activated 
Protein Kinase, MAPK). Akt je Ser/Thr - protein kinaza, koja se takođe aktivira grelinom. Akt 
je važan nishodni ciljni molekul za fosfatidilinozitol 3-kinazu (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase, 
PI3-K) (Minden sa sar., 1994).  
1.1. Opšte osobine grelina 
Grelin je otkriven 1999. godine (Kojima sa sar., 1999) kao prvi prirodni endogeni 
ligand receptora hormona rasta (engl. Growth hormon, GH). Grelin je peptid koji se, kod ljudi 
i pacova, sastoji od 28 aminokiselina. Kod čoveka na poziciji 11 humanog grelina je arginin 
(Arg 11), a na poziciji 12 valin (Val 12), dok su kod pacova na istim pozicijama lizin (Lis11) i 
alanin (Ala12) (Kojima sa sar., 1999; Hosoda sa sar., 2000a; Kojima sa sar., 2002) (Slika 1-1.). 
Grelin je modifikovan na aminokiselini serinu na trećoj poziciji (Ser3), n-oktanoinskom 
kiselinom. Ova modifikacija povećava njegovu lipofilnost, a ujedno predstavlja i preduslov 
za njegovu interakciju sa receptorom spregnutim sa proteinom G (GPCR; engl. G Protein-
Coupled Receptor), odnosno receptorom sekretagoga hormona rasta 1a (GHS-R1a; engl. Growth 
Hormone Secretagogue Receptor 1a) (Kojima sa sar., 1999; Stengel sa sar., 2012), kako kod ljudi 
tako i kod pacova (Kojima sa sar., 1999). Grelin je prvi prirodni peptid za koji je pokazano 
da ima ovu acil grupu kao rezultat post-translacione modifikacije (Kojima sa sar., 1999). Dve 
najčešće forme grelina koje se pojavljuju u cirkulaciji su: acilovani ili n-oktanoil grelin (engl. 
Acylated n-Octanoylated Ghrelin, AG) i des-acilovani ili neacilovani grelin (engl. Unacylated Des-
Octanoylated ili Unacylated Des-Acylated Ghrelin, UAG) (Kojima sa sar., 1999).  
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Slika 1-1. Struktura humanog i pacovskog grelina.  
Sekvenca aminokiselina humanog grelina: Gly-Ser-Ser(n-octanoyl)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-
Gln-Arg-Val-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg;  
Sekvenca aminokiselina pacovskog grelina: Gly-Ser-Ser(n-octanoyl)-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-
His-Gln-Lys-Ala-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg 
 
Iako je glavni produkt gena za grelin peptid od 28 aminokiselina sa modifikacijom na 
Ser3, gen za grelin takođe kodira nekoliko različitih molekula, uključujući des-Gln14-grelin 
(građen od 27 aminokiselina; sa delecijom gluatmina (Gln) na poziciji 14) kao i druge 
molekule koji nastaju različitim alternativnim iskrajanjem (Hosoda sa sar., 2000b; Hosoda sa 
sar., 2003; Pemberton sa sar., 2003; Jeffery sa sar., 2005; Kineman sa sar., 2007) i/ili 
postranslacionom modifikacijom (Nishi sa sar., 2005; Kirchner sa sar., 2009).  
Od svih formi grelina prisutnih u cirkulaciji, oslobađanje hormona rasta regulisano je 
sa dva peptida želuca: grelinom i des-Gln -grelinom, ali je des-Gln14-grelin prisutan u mnogo 
manjoj količini, što ukazuje da je acilovani grelin dominantna aktivna forma (Hosoda sa sar., 
2000b; Kojima sa sar., 2005).  
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1.1.1. Fiziološka uloga grelina 
Glavni izvor grelina u cirkulaciji su X/A ćelije želuca pacova (Ariyasu sa sar., 2001) i 
P/D1 ćelije želuca čoveka (Rindi sa sar., 2004; Stengel sa sar., 2012). Acilovani grelin je 
snažan GH-sekretagog (engl. GH-Secretagogues, GHS). Ulogu GH sekretagoga, kao i ostale 
biološke uloge ostvaruje vezivanjem za GHS-R1a (Kojima sa sar., 1999). Transkripti 
acilovanog grelina i njegovog receptora su detektovani i u drugim tkivima uključujući 
hipotalamus, hipofizu, jetru, bubrege, pluća, pankreas, srce, što ukazuje da pored endokrine 
grelin ostvaruke učestvuje u čitavom nizu procesa (Kojima sa sar., 1999; Date sa sar., 2000; 
Barreiro sa sar., 2002; Date sa sar., 2002; Gnanapavan sa sar., 2002; Cetin sa sar., 2011). 
Grelin stimuliše sekreciju GH, ACTH i prolaktina, povećava apetit i inicira uzimanje hrane, 
pražnjenje želuca i sekreciju hlorovodonične kiseline, kontroliše energetsku homeostazu, ima 
uticaj na egzokrinu i endokrinu funkciju pankreasa, kao i na metabolizam glukoze, pojavu 
gojaznosti itd. (van der Lely sa sar., 2004; Wei sa sar., 2005).  
Grelin svoje oreksigene efekte ostvaruje preko GHS-R1a. GHS-R1a se najviše 
eksprimira u nucleus arcuatus, hipotalamusnom regionu odgovornom za regulaciju ishrane i 
energetsku homeostazu i to u neuronima koji koeksrpimiraju oreksigenene peptide: 
neuropeptid Y i protein koji zavisi od aguti gena, NPY/AGRP (Willesen sa sar., 1999; 
Greenman sa sar., 2004).  
Pokazano je da se nivo grelina u plazmi povećava neposredno pre obroka i tokom 
gladovanja, da opada odmah nakon uzimanja hrane, i da je koncentracija grelina u negativnoj 
korelaciji sa indeksom telesne mase (engl. Body Mass Index, BMI), količinom masnog tkiva, 
nivoom leptina, insulina i glukoze u plazmi (Ariyasu sa sar., 2001; Cummings sa sar., 2001; 
Tschop sa sar., 2001), što sve zajedno ukazuju na ulogu grelina u regulaciji energetske 
homeostaze.  Gojaznost uglavnom dovedi do smanjenja koncentracije grelina u sistemskoj 
cirkulaciji, mada ima i podataka i da povećava (Wadden sa sar., 2012). Dugotrajna 
administracija grelina povećava gojaznost kod eksperimentalnih životinja.  
Mehanizmi regulacije grelina još uvek nisu u potpunosti razjašnjeni. Postoje podaci 
da estrogen i IGF-1 uzrokuju povećanje grelina u sistemskoj cirkulaciji (Grinspoon sa sar., 
2004), a oralno uzeta ili intravenski injecirana glukoza, insulin, glukagon, GH i somatostatin 
inhibiraju nivo grelina (Mohlig sa sar., 2002; Grinspoon sa sar., 2004; Arafat sa sar., 2005). 
Postoje podaci da je sastav makronutritijenata faktor regulacije u sekreciji grelina. Ugljeni 
hidrati, proteini i lipidi smanjuju njegovu ekspresiju (Greenman sa sar., 2004{Beck, 2002 
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#7409; Bowen sa sar., 2006). Do sada je potvrđeno da sekrecija grelina opada tek kad 
nutritijenti dospeju u cirkulaciju, nakon prolaska kroz želudac (Williams sa sar., 2003).  
Grelin povećava gojaznost i u stanjima gojaznosti zabeležen je čitav spektar vrednosti 
nivoa grelina, insulina, GH, glukoze i indeksa IR, ali tačno utvrđeni relacije i mehanizmi 
regulacije svih ovih parametara još nisu potvrđeni. 
Grelin, kao i neki sintetički GHS imaju uticaj na sekreciju insulina i homeostazu 
glukoze. Nakon administracije grelina, promene u koncentraciji glukoze i insulina traju više 
od dva časa, dok povećanje hormona rasta ima prolazni karakter, što ukazuje da grelin ima 
direktne, od hormona rasta nezavisne metaboličke aktivnosti na metabolizam glukoze u jetri 
(glikogenolizu) i sekreciju insulina (van der Lely, 2009). Murata je sa saradnicima (2002) 
pokazao da grelin sprečava inhibitorni efekat insulina na glukoneogenezu u ćelijama jetre, 
potvrđujući hipotezu da grelin ima direktne efekte na održavanje nivoa glukoze (Murata sa 
sar., 2002). U zavisnosti od eksperimentalnih uslova, utvrđeno je da grelin može da inhibira 
sekreciju insulina (Broglio sa sar., 2001) ili da je stimuliše (Adeghate sa sar., 2002; Date sa 
sar., 2002; Lee sa sar., 2002; Cui sa sar., 2008). Poremećaj u koncentraciji grelina su povezani 
sa pojavom IR i kod normalno hranjenih i kod gojaznih individua (Poykko sa sar., 2003; St-
Pierre sa sar., 2007; Yada sa sar., 2008; Pacifico sa sar., 2009). Takođe je pokazano da grelin 
stimuliše skladištenje lipida jer favorizuje ekspresiju enzima koji katalizuju njihovo 
skladištenje u jetri i masnom tkivu (Sangiao-Alvarellos sa sar., 2011). Međutim, ekspresija 
GHS-R1a u jetri nije definitivno potvrđena, stoga je još uvek nepoznato da li grelin svoje 
efekte ostvaruje preko GHS-R1a ili putem aktivacije nekog drugog receptora (Thielemans sa 
sar., 2007; van der Lely, 2009)?  
Ulogu sekretagoga HR, acilovani grelin ostvaruje isključivo preko GHS-R1a 
receptora. GHS-R1a aktivira fosfolipazu C, hidrolizuje membranski fosfatidil-inositol 4,5- 
bifosfat (PIP2), do inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) i diacil-glicerola (DAG). DAG aktivira 
protein kinazu C (PKC), koja se premešta u plazma membranu usled povećane koncentracije 
Ca2+ u ćeliji. Aktivirana PKC fosforilacijom inhibira kanale za jone kalijuma (K+), što dovodi 
do depolarizacije membrane usled koje se otvaraju voltažno zavisni Ca2+ kanali tipa L što, 
takođe, dovodi do povećanja koncentracije Ca2+ u ćeliji i do sekrecije GH (van der Lely sa 
sar., 2004). Jedna od uloga endogenog grelina je da utiče na već uspostavljeni obrazac 
sekrecije GH, postignut delovanjem hipotalamusnih hormona: GH oslobađajućeg hormona, 
(GHRH; engl. GH-releasing hormone) i somatostatina (Castañeda sa sar., 2010).  
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GH je pluripotentan hormon koji sem što stimuliše rast ima ulogu i u regulaciji 
metabolizma (Vijayakumar sa sar., 2010). Vezivanjem za svoj receptor GHR (engl. growth 
hormone receptor) aktivira se Jak2 kinaza (engl. Janus kinase) koja fosforiliše STAT proteine (engl. 
Signal Transducer and Activator of Transcription). Fosforilacija STAT, dovodi do njihove 
disocijacije sa receptora i translokacije do nukleusa gde utiču na transkrpciju gena kao što su 
IGF-1, ALS itd (Smit sa sar., 1996). Glavni medijator GH aktivnosti je IGF-1. GH i IGF-1 
funkcionišu po sistemu negativne povratne sprege. Aktivacijom receptora za GH u jetri, 
aktivira se sinteza IGF-1. Jetra je organ u kojem se sintetiše oko 70% u cirkulaciji prisutnog 
IGF-1 (Green sa sar., 1985). Ekspresija IGF-1 je zabeležena u gotovo svim tkivima gde svoje 
efekte može da ostvari autokrino i/ili parakrino. IGF-1 i proinsulin, kao i njihovi receptori 
pokazuju visok stepen homologije u aminokiselinskom sastavu, što im omogućuje da pored 
svog odgovarajućeg liganda vezuju homologne ligande: IGF-1 receptor vezuje insulin, a 
receptor za insulin, IGF-1, iako sa manjim afinitetom. Takođe, receptor za IGF-1 i za insulin 
mogu da formiraju heterotetramere hibridne receptore. Hibridni receptor ima po jedan α i 




Slika 1-2. Receptor za insulin (IR-A i IR-B), IGF-1R i hibridni receptor (IGF-
1R/IR-A i IGF-1R/IR-B). Insulin se primarno vezuje za svoje receptore, IR-A i IR-
B, sa manjim afinitetom za IGF-1R. IGF-1 se prvenstveno vezuje za IGF-1R , IGF-
1R/IR-A i IGF-1R/IR-B hibride. IGF-2 se vezuje IR-A, IGF-1, i IGF-1R/IR-A 
hibridni receptor. Insulin i IGF-2 pokreću signalnu mrežu koja vodi mitogenim 
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promenama kada se vežu za IR-A. Aktivacija IR-B receptora inicira metaboličke 
promene. IGF-1 i IGF-2 vezivanjem za IGF-1R aktiviraju uglavnom mitogene 
signalne puteve, kao i vezivanjem za IGF-1R/IR-A hibrid. Aktivacija IGF-1R/IR-B 
hibrida inicira metaboličke efekte. Preuzeto i modifikovano (Gallagher sa sar., 2010) 
 
Eksprimiranje oba receptora je stimulisana uzimanjem hrane i inhibirana 
gladovanjem. IGF-IR receptor, IGF-1 i receptor za insulin su tirozin kinaze koje nakon 
aktivacije, pokreću signalni put preko IRS i Src homolognog i kolagen protein (engl. Src 
Homology and Collagen Protein, Shc). Na taj način se pokreću PI3K/Akt i MAPK kaskade, preko 




Slika 1-3. IGF-1/IR signalni put.. Nakon vezivanja IGF-1 i insulina za svoje 
receptore, IGF-R i insulinski receptor podležu autofosforilaciji što omogućuje 
vezivanje IRS-1, IRS-2 i Shc. Vezivanje IRS-1 i IRS-2 vodi aktivaciji PI3K, čijom 
katalitičkom aktivnošću dolazi do konverzije PIP2 u PIP3. Ovaj događaj dovodi do 
pregrupisavanja kinaza Akt do membrane, gde mogu biti fosforilisani od strane 
PDK1. Aktivirana Akt dalje pokreće čitavu signalnu mrežu vezanu za rast, razvoj, 
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metabolizam, ćelijsku smrt itd. Sa druge strane vezivanjem Shc za receptore pokreće 
RAS/MAP kinazni signalni put, koji vodi proliferaciji ćelije. Preuzeto i modifikovano 
iz rada (Zha sa sar., 2010) 
 
U istraživanja u kojima su davane male doze IGF-1, pokazano je da IGF-1 ima 
hepatoprotektivne (Castilla-Cortazar sa sar., 1997; Mirpuri sa sar., 2002; Garcia-Fernandez 
sa sar., 2005) i antifibrinogene efekte (Muguerza sa sar., 2001; Garcia-Fernandez sa sar., 
2005)., iako je moguće da su ovi efekti IGF-1 indirektno posredovani grelinom. 
Grelin ima značajnu ulogu u antiflamatornim, antiapoptskim i antioksidativnim 
procesima u organima kao što su srce, pankreas i jetra (Baldanzi sa sar., 2002; Granado sa 
sar., 2009; Suzuki sa sar., 2011). Barazoni sa saradnicima (2011) je pokazao da grelin ima 
antiinflamatorno dejstvo kod pacova na ishrani bogatoj mastima . Takođe, ukazano je na 
jasnu vezu između ekspresije antioksidativnih enzima i sekrecije grelina (Suematsu sa sar., 
2005; Zwirska-Korczala sa sar., 2007; Suzuki sa sar., 2011). U jetri, grelin stimuliše ekspresiju 
antioksidativnih enzima i štiti jetru od oštećenja oksidativnim stresom (Cetin sa sar., 2011). 
Naši objavljeni radovi pokazuju da grelin ostvaruje svoje fiziološke efekte preko Akt i 
ERK1/2 uključene u ostvarivanje fizioloških efekata grelina (Sudar sa sar., 2011). 
1.2. Oksidativni stres (OxS) 
Mnogobrojni fiziološki procesi u ćeliji podrazumevaju stvaranje slobodnih radikala 
kao što su ROS, zatim reaktivnih vrsta azota (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS), reaktivnih 
vrsta ugljenika (engl. Reactive Carbon Species, RCS), reaktivnih vrsta hlorida (engl. Reactive 
Chlorine Species, RChS) kao i reaktivnih vrsta sumpora (engl. Reactive Sulphur Species (RSS). 
Procesi koji su neophodni za normalno funkcionisanje ćelije kao i regulisanje unutarćelijske 
komunikacije su pre svega mitohondrijalni transport elektrona kao i aktivnost NADPH 
oksidaze, koji su izvor superoksidng anjona, O2
.-, značajnog medijatora u nizu oksidativnih 
reakcija kao i izvora drugih reaktivnih vrsta. Enzim NOS je izvor NO, dok su lipoksigenaze 
izvor hidroperoksida masnih kiselina. Takođe, makrofazi doprinose razvoju lokalnog OxS 
kao odgovor na inflamaciju.  
Uloga antioksidativnog zaštitnog sistema je da spreči nastajanje, neutrališe ili prebaci 
u manje reaktivne forme novonastale reaktivne vrste kiseonika kao i da popravi, radikalima 
izazvana oštećenja biomolekula. Odbrambeni sistem je dosta složen jer deluje na nekoliko 
 1.  Uvod 
  Efekat grelina na regulaciju antioksidativnih enzima i inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri pacova 
10 
 
nivoa, a koje će se komponente uključiti, zavisi od izvora, mesta, vrste i količine stvorenih 
ROS kao i drugih reaktivnih vrsta, i mnogo drugih faktora, Slika 1-4. 
 Prema prirodi i načinu delovanja, antioksidanti se mogu podeliti na:  
 enzimske, koji čine prvu liniju antioksidativne odbrane i 
 ne-enzimske, koji predstavljaju drugu liniju antioksidativne odbrane 
(niskomolekulski fiziološki konstituenti ćelije (glutation u redukovanom i 
oksidovanom obliku, bilirubin, mokraćna kiselina u serumu, ksantin, melatonin i dr.; 




Slika 1-4. Shematski prikaz antioksidativne mreže enzima; O2. – superoksidni 
anjon; SOD- superoksid dizmutaza; NO- azot-monoksid; ONOO- peroksinitrit. OH. 
- hidroksil radikal; GPx – glutation peroksidaza; iNOS - inducibilna azot monoksid 
sintaza; preuzeta i modifikovana shema (Jaber sa sar., 2005) 
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1.2.1. Enzimske komponente antioksidativne zaštite 
 Super oksid dismutaze 
Super oksid dismtaza (SOD) smanjuje nivo superoksidnog anjona u ćeliji; ovi enzimi 
katalizuju konverziju superoksidnog anjona u molekulski kiseonik i vodonik peroksid 
(McCord sa sar., 1969). 
Na osnovu odeljka u ćeliji i metala koji sadrže u svom aktivnom centru, kod sisara 
razlikujemo tri izoforme SOD: bakar cink SOD (Cu/Zn-SOD), mangan SOD (Mn-SOD, 
SOD 2) i ekstracelularnu Cu/Zn-SOD (EC-SOD)(McCord sa sar., 1969; Marklund, 1982). 
Cu/Zn-SOD je homodimerni protein od 32 kDa, koji sadrži Cu i Zn. Široko je prisutna u 
različitim tipovima ćelija (Crapo sa sar., 1992) i to u citoplazmi, nukleusu, peroksizomima i 
mitohondrijalnoj membrani. (Miller, 2012). Smanjenje unutarćelijske koncentracije 
superoksida predstavlja primarnu funkciju Cu/Zn-SOD (Landis sa sar., 2005). Ranije se gen 
za Cu/Zn-SOD označavao kao „housekeeping gene“ a osim toga često se koristio kao interna 
kontrola za varijacije u ekspresiji Mn-SOD, zbog svoje stabilne i konstitutivne ekspresija. 
Danas se zna da je ekspresija i aktivnost Cu/Zn-SOD regulisana nizom kompleksnih 
unutarćelijskih reakcija, koje uključuju niz pozitivnih i negativnih regulatornih mehanizama 
(Minc sa sar., 1999; Milani sa sar., 2011). Mn-SOD je ključna u procesu uklanjanja O2
*- iz 
mitohondrijalnog matriksa, gde je dominantno prisutna. Ključna je za funkcionisanje ćelije, 
jer je utvrđen visok procenat postnatalne smrtnosti kod knockout miševa (MnSOD_/_) (Van 
Remmen sa sar., 1999). EC-SOD je dominantno zastupljena u vanćelijskom prostoru, ali je 
prisutna i u krvnim sudovima, srcu, plućima, bubrezima i placenti. Takođe je najznačajniji 
enzim antioksidatvivne zaštite u zidu krvnih sudova (Fukai sa sar., 2002).. Pored uloge u 
uklanjanju O2
*- iz vanćelijskog prostora, EC-SOD održava bioaktivnost NO i potpomaže 
ekspresiju, hipoksijom aktiviranih gena  
Mehanizam reakcije koju katalizuju SOD bazira se na redukciji i reoksidaciji metala 
u aktivnom centru od strane O2
*- anjona. 
M(n+1)+ - SOD + O2
*- → Mn+ - SOD + O2 
Mn+ - SOD + O2
*- + 2H+ → M(n+1) - SOD + H2O2 
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gde M može biti = bakar (Cu; n = 1); mangan (Mn; n = 2); gvožđe (Fe; n = 2); i nikal 
(Ni; n = 2) (McCord sa sar., 1969). 
Sva tri oblika SOD imaju u promotorskom i intronskom regionu redoks senzitivni 
transkripcioni faktor, NFκB (Xu sa sar., 1999; Fattman sa sar., 2003; Hoffmann sa sar., 2006). 
Iako se smatra da se Cu/Zn-SOD konstitutivno sintetiše, postojanje permeabilnog 
superoksid puta u endozomalnoj membrani ukazuje da Cu/Zn-SOD katalizuje O2
*- 
dismutaciju na površini endozoma i lokalno povećava koncentraciju H2O2, što je dovoljno 
za redoks aktivaciju NFκB (Mumbengegwi sa sar., 2008).  
 Katalaza  
Krajnji produkt aktivnosti SOD je H2O2. Za uklanjanje H2O2 iz ćelije, odgovoran je 
enzim katalaza (CAT), koji je kodiran jednim genom i zastupljen u svim tkivima kod sisara. 
Za svoju aktivnost koristi Fe ili Mn kofaktore (Chelikani sa sar., 2004). Ekspresija i aktivnost 
CAT je najveća u peroksizomima ćelija jetre i pluća, zatim u citoplazmi eritrocita, a najmanja 
je u vezivnim tkivima (Deisseroth sa sar., 1970; Schisler sa sar., 1987; Chen sa sar., 2004; 
Nishikawa sa sar., 2009). Nije zastupljena u mitohondrijama sisara, sem u mitohondrijama 
ćelija srca pacova (Zamocky sa sar., 1999). Jedini enzimski sistem odbrane u mitohondrijama 




Po strukturi CAT je homotetramerni enzim, molekulske težine 240kDa, čije četiri 
porfirinske hem grupe, omogućuju reakciju sa H2O2 (Fita sa sar., 1985).  
Kontrola koncentracije H2O2 pod delovanjem CAT bitan je faktor u terapiji mnogih 
bolesti, koje u svojoj etiologiji imaju povećan nivo H2O2. Sam H2O2 je poznat i kao aktivator 
transkripcionih faktora, koji su pokretači mnogih gena aktivnih u patofiziološkim stanjima, 
među kojima i NFκB (Nishikawa sa sar., 2009).  
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 Glutation peroksidaze 
Glutation peroksidaza (GPx) je opšti naziv za familiju izoenzima, čija je osnovna 
biološka uloga da redukuju H2O2 ili organske hidroperokside do molekula vode ili 
odgovarajućeg alkohola, uz pomoć redukovanog glutationa koji ima ulogu donora elektrona 
(Halliwell sa sar., 1999). GPx je selenoprotein jedinstven po sposobnosti da vrši „popravku“ 
već nastalih oksidativnih lezija lipoproteina i nukleinskih kiselina (Flohe, 1988). Prisutan je i 
u mitohondrijama i u citosolu. 
Do sada je u ćelijama sisara detektovano osam različitih izoformi GPx (Toppo sa sar., 
2008), od čega četiri izoforme imaju dominantnu ulogu. To su homotetramerni GPx1, GPx2, 
i GPx3 i monomer GPx4.  
Mehanizam reakcije koju katalizuje GPx uključuje dva nezavisna događaja. Prvi je 
oksidacija katalitičkog domena gde GSH predstavlja redukovani monomerni glutation, a GS-
SG glutation disulfid. GPx u sledećoj reakciji redukuje oksidovani glutation, pri čemu se 
naelektrisanje selena menja između oksidacionog broja -2 i 0, a ROS intermedijeri se ne 
stvaraju u reakciji (Maiorino sa sar., 1995). U reakciji sa hidroperoksidima, GPx je jedinstven 
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 Glutation reduktaza 
Enzim Glutation reduktaza (GR) je uključen u sistem antioksidativne zaštite i 
odgovoran je za sprečavanje štetnih efekata koje stvaraju endogeni i egzogeni hidroperoksidi 
(Ulusu sa sar., 2000). 
GR je enzim neophodan za konverziju oksidovanog glutationa (GSSG) u redukovanu 
formu (GSH) pri čemu se oksiduje i redukovani nikotin amid adenin dinukleotid fosfat 
(NADPH). GSH je veoma važan antioksidant za ćeliju. Ova reakcija je neophodna za 
održanje funkcionalnosti aerobnih ćelija, naročito eritrocita, i stabilizaciju drugih tiola u 
membranama i oko hemoglobina (Jozanov-Stankov, 2006). GR je homodimer, pripada 
porodici flavoprotein-disulfid oksidoreduktaza (sadrži flavin-adenin-dinukleotid, FAD) i ima 
disulfidni most u svom aktivnom centru (Worthington sa sar., 1975). GR poseduje veliku 
specifičnost za svoj supstrat GSSG, i u nedostatku tiola GR ima tendenciju da formira 
tetramere. Iako i u formi tetramera GR poseduje katalitičku aktivnost, prisustvo produkta 
GR aktivnosti, odnosno redukovanog glutationa, favorizuje dimernu formu (Worthington sa 
sar., 1975). Takođe ćelije koje su izložene visokom nivou OxS, kao što su eritrociti, zahtevaju 
da čak 10% konzumirane glukoze bude preusmereno na put pentozofosfata za stvaranje 
NADP neophodnog za konverziju (Krauth-Siegel sa sar., 2008). 
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1.2.2. Neenzimske komponente antioksidativne zaštite 
U fiziološkim uslovima, komponente odbrambenog antioksidativnog sistema zaštite 
u jetri, pored enzimske uključuje i ne-enzimsku zaštitu, koju čine proteini koji se ponašaju 
kao antioksidanti: tireodoksin, SS-peptid i proteini kao što je albumin (Roche sa sar., 2008), 
transferin, haptoglobin i ceruloplazmin. Ne-enzimsku zaštitu čine i vitamini i sekundarni 
metaboliti biljaka i životinja kao što su: glutation, koenzim Q10, vitamin A, C i vitamin E 
(tokoferoli i tokotrienoli), fenolna jedinjenja (fenoli, fenilpropanoidi, naftohinoni, ksantoni, 
stilbeni, flavonoidi, fitoaleksini, tanini), karotenoidi itd. (Slika 1-5.). Prisustvo vitamina i 
drugih nutritijenata sa antioksidativnom aktivnošću, uslovljava sinergističko dejstvo sa 
enzimima antioksidativne zaštite i zato imaju izuzetno pozitivne efekte u „borbi“ sa SR koji 
se stvaraju bilo u fiziološkim ili patofiziološkim uslovima (Frei, 1999).  
 
Slika 1-5 Shematski prikaz antioksidativne mreže – interakcija između 
vitamina E, vitamina C i redoks ciklusa tiola. NADP (engl. Nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate) polizasićene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty 
acids - PUFAs); TRX reduktaza – Tireodoksin reduktaza; GSH Reduktaza – 
Glutation Reduktaza; ROOH –hidroperoksid; ROO. - peroksi radikal; ROH - alkohol 
; RO. - alkoksil radikal (Packer sa sar., 2001) 
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1.2.3. Oksidativni stres (OxS), rezistencija na insulin (IR) i gojaznost 
Literaturni podaci pokazuju da dijeta bogata mastima kao i akumulacija masnog tkiva 
pozitivno korelišu sa pojavom OxS (Styskal sa sar., 2012), a sam OxS značajno doprinosi 
patogenezi i progresiji IR i dijabetesa (Dandona sa sar., 1996; Houstis sa sar., 2006; Anderson 
sa sar., 2009; Hoehn sa sar., 2009; Goodarzi sa sar., 2010) 
IR je smanjene senzitivnosti na insulin i jedan je od ranih prediktora DTM2, kako 
kod životinja tako i kod ljudi. Smanjena osetljivost na insulin može nastati i kao poremećaj 
sinteze insulina (količina, struktura) ili usled različitih abnormalnosti u njegovom signalnom 
putu (DeFronzo sa sar., 1992; Maechler sa sar., 1999; Gardner sa sar., 2003; Dokken sa sar., 
2008). 
OxS ima značajan efekat na narušavanje signalnog puta insulina (Maechler sa sar., 
1999; Gardner sa sar., 2003; Dokken sa sar., 2008). Nastale ROS mogu da deluju i kao signalni 
molekuli koji mogu da pokrenu brojne signalne puteve u koje su uključene i Ser/Thr kinaze 
(Kyriakis sa sar., 1996). U signalnom putu insulina, nalaze se mnogobrojni potencijalni 
supstrati serin kinaza, uključujući receptor za insulin kao i IRS (Evans sa sar., 2003). 
Povećanom fosforilacijom serinskih ostataka na IRS 1 i 2, smanjuje se mogućnost 
fosforilacije tirozinskih ostataka, čime se narušava aktivacija signalnog puta insulina (Paz sa 
sar., 1997; Birnbaum, 2001). Takođe, aktivacijom IκB-serin kinaze (engl. inhibitor of nuclear 
factor kappa-B kinase¸IKK) (Slika 1-6.), aktivatora signalnog puta NFκB, inhibira se aktivnost 
insulina (Yuan sa sar., 2001). Prekomerna ekspresija IκB-kinaza-β u hepatocitama smanjuje 
njihovu osetljivost na insulin (Cai sa sar., 2005), dok smanjena ekspresija sprečava pojavu IR 
izazvanu ishranom bogatom mastima (Arkan sa sar., 2005). IκB-kinaza fosforiliše IRS-1 na 
serinskim ostacima, sprečavajući asocijaciju IRS-1 i receptora za insulin, vezivanje PI3-K i 
aktivaciju glavnog metaboličkog puta, kao i signalnog puta Akt (Gual sa sar., 2005). 
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Slika 1-6. Shematski prikaz aktivacije NFκB i njegov uticaj na ćelijsku 
funkciju. p50 - subjedinica p50 NFκB; Rel A - subjedinica p65 NFκB; IkBα - inhibitor 
transkripcionog faktora NFκB - (engl. Inhibitor of NFkB); IkK - IkB kinaza - (od 
engl. IκB Kinase); p – fosfo grupa; DNK - dezoksiribonukleinska kiselina; iRNK - 
informaciona ribonukleinska kiselina; Preuzeto i modifikovano sa: 
http://en.wikipedia.org/wiki/File:NFKB_mechanism_of_action.png  
 
Gojaznošću indukovana IR se razvija kao dugotrajno i progresivno patološko stanje 
koje može dovesti do razvoja DTM2 (Guilherme sa sar., 2008). Akumulacija masnog tkiva, 
naročito visceralnog, dovodi do metaboličkih i hormonskih promena, koje vremenom 
dovode do značajnih poremećaja u transdukciji signala insulina, što potom u različitoj meri 
utiče na pojavu IR u masnom tkivu, jetri i mišićnom tkivu (DeFronzo, 2004; Kahn sa sar., 
2006; Guilherme sa sar., 2008). Visceralna gojaznost je udružena sa povećanim nivoom 
slobodnih masnih kiselina (engl. Free Fatty Acids, FFA, SMK) u portnoj cirkulaciji (Nielsen sa 
sar., 2004; Lara-Castro sa sar., 2008). Oksidacijom SMK indukuje se potencijalni lipotoksični 
efekat, odnosno dolazi do smanjenja oksidacije glukoze prvenstveno u jetri i skeletnim 
mišićima, izazivajući hiperglikemiju (Taha sa sar., 1999; Trayhurn, 2010) (Slika 1-7.). 
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Kompenzatorna hiperinsulinemija dalje pogoršava IR indukujući desenzitaciju perifernih 
tkiva na receptorskom i postreceptorskom nivou (DeFronzo sa sar., 2009). 
 
Slika 1-7. Model gojaznošću izazvane IR. SMK – slobodne masne kiseline; 
VLDL- TG – lipoproteini veoma male gustine - trigliceridi (engl. Very-Low-Density-
Lipoprotein-triglyceride); Preuzeto i modifikovano (Galgani sa sar., 2008) 
Pokazano je da delovanje antioksidanata dovodi do smanjenja OxS a samim tim i 
komplikacija povezanih sa gojaznošću, kao što je netolerancija na glukozu i IR (Raffaella sa 
sar., 2008). Kod miševa na ishrani bogatoj mastima primenom antioksidanta MnTBAP (engl. 
Manganese [III] tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin), mitohondrijskog sintetskog analoga 
SOD, umanjuje se mogućnost pojave IR (Hoehn sa sar., 2009). 
Tokom IR izražena je pojava hiperinsulinemije, kao kompenzacije za održavanje 
normalne koncentracija glukoze (Evans sa sar., 2003). Dugotrajna izloženost visokim 
koncentracijama insulina, SMK i/ili glukoze toksična je za organizam, jer povećava 
produkciju ROS i OxS. Takođe, aktiviraju se signalni putevi, čiji aktivator je stres, kao što su 
NFκB, JNK/SAPK, p38 MAPK (Evans sa sar., 2003). 
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U ćelijama sisara postoje tri različite izoforme azot-monoksid-sintaze (engl. Nitric 
Oxide Synthases, NOS) (Pautz sa sar., 2010). Neuronalna (engl. Neuronal NOS, nNOS) i 
endotelna (engl. Endothelial NOS, eNOS) azot-monoksid-sintaze su dve izoforme ovog 
enzima koje se konstitutivno eksprimiraju, za razliku od inducibilne azot-monoksid-sintaze 
(engl. Inducible NOS, iNOS; NOS2) koja može biti indukovana proinflamatornim 
citokinima, gojaznošću, SMK, hiperglikemijom, endotoksinima i OxS (Zamora sa sar., 2000). 
Svi ovi agensi koji su „okidač“ za sintezu iNOS, ujedno su uzročnici za pojavu IR (Fujimoto 
sa sar., 2005).  
NOS enzimi su produkti različitih gena, različito su regulisani i imaju različita 
katalitička svojstva. Reakcija koju katalizuju sva tri enzima je konverzija L-arginina u L- 
citrulin i NO. Sekundarni metabolički put L-arginina se realizuje aktivnošću enzima arginaze, 
hidrolitičkog enzima koji konvertuje L arginin u ureu i L-ornitin (Mori, 2007).  
Sve tri izoforme NOS enzima zahtevaju prisustvo nekoliko kofaktora za normalno 
funkcionisanje, uključujući tetrahidrobiopterin (BH4), nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat 
(NADPH), flavin adenin dinukleotid i flavin mononukleotid, kao i molekulski kiseonik.  
Ca2+/kalmodulin sistem kontrole je uključen u regulaciju aktivnosti sve tri izoforme 
NOS. eNOS i nNOS su katalitički neaktivne sve dok je koncentracija Ca2+ na bazalnom nivou 
i dok ne vežu kalmodulin. Međutim, sa povećanjem unutarćelijske koncentracije Ca2+ 
povećava se i aktivnost eNOS i nNOS. Sa druge strane, kalmodulin je čvrsto vezan za iNOS 
čak i pri bazalnim koncentracijama unutarćelijskog Ca2+, pa je aktivnost iNOS zapravo Ca2+- 
nezavisna (Weissman sa sar., 2002).  
Aktivnošću eNOS i nNOS, količine stvorenog NO su optimalne i neophodne za 
mnogobrojne fiziološke procese. U situaciji kada se NO generiše aktivnošću iNOS, količina 
NO dostižu i do hiljadu puta veće koncentracije što stvara uslove za razvoj mnogih 
patoloških procesa i stanja, kao što su IR, DTM2 i gojaznost (Cha sa sar., 2010). 
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1.3.1. Inducibilna azot-monoksid-sintaza (iNOS) 
Aktivnost iNOS je indukovana prisustvom citokina i drugih agenasa 
(mikroorganizama, lipopolisaharida, endotoksina itd.), a njena ekspresija regulisana je na 
nivou transkripcije i post-transkripcione obrade. U fiziološkim uslovima u većini ćelija, iNOS 
nije eksprimirana, a stepen njene aktivnosti zavisi od dostupnosti supstrata i prisutnosti 
kofaktora (Hibbs sa sar., 1990; Forstermann sa sar., 1994; Morris sa sar., 1994; Moncada sa 
sar., 2006). Aktivacijom iNOS povećava se koncentracija NO sve do razgradnje samog 
enzima (MacMicking sa sar., 1997; Pautz sa sar., 2010). Aktivacija iNOS se dovodi u vezu sa 
inflamatornim procesima, kao i pojavom različitih oboljenja, dok hronična inflamacija ima 
značajnu ulogu u patogenezi IR (LaPointe, 1999; Fujimoto sa sar., 2005). Utvrđeno je da 
nedostatak iNOS ima preventivnu ulogu u pojavi IR izazvane ishranom bogatom mastima u 
skeletnim mišićima (Fujimoto sa sar., 2005). Naši i rezultati drugih autora ukazuju da su Akt 
i ERK1/2 uključeni u regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS. iNOS aktiviraju različiti 
stimulusi u skoro svim ćelijama (Knowles sa sar., 1990; Radomski sa sar., 1990; Isenovic sa 
sar., 2002; Moncada sa sar., 2006; Sudar sa sar., 2011). U nedostatku supstrata, L-arginina, 
normalna aktivnost iNOS može biti narušena i u tom slučaju iNOS stvara ROS, pre svega 
O2
*- (Heusch sa sar., 2010). NO lako reaguje sa drugim reaktivnim vrstama ili metalnim 
centrima, zahvaljujući prisustvu ne-sparenog elektrona (Worthington sa sar., 1975). Veoma 
reaktivni NO lako stupa u reakcije sa ROS, kao što je O2
*-, a posledica te interakcije su mnogo 
reaktivniji intermedijerni produkti, kao što je peroksinitrit (Urban sa sar., 1991; Brown sa sar., 
2009). Peroksinitrit direktno oksiduje aminokiseline (cistein, triptofan, metionin), dok se 
modifikacija lizina i arginina odvija verovatno tokom sekundarne reakcije sa lipidnim 
hidroksiperoksid radikalima (Brown sa sar., 2009; Pham sa sar., 2012). 
1.3.2. Uloga iNOS u patofiziologiji IR i gojaznosti 
iNOS je zastupljena u mnogim tkivima, kao što su insulin senzitivna tkiva: jetra, mišići 
i masno tkivo (Fujimoto sa sar., 2005). Ekspresija iNOS je indukovana različitim faktorima 
koji se vezuju za pojavu IR, kao što su citokini, gojaznost (Elizalde sa sar., 2000), SMK 
(Shimabukuro sa sar., 1998), hiperglikemija, endotoksini i OxS (Fujimoto sa sar., 2005). 
Perreault i Marette su utvrdili da delecija iNOS gena inhibira IR kod gojaznih pacova 
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(Perreault sa sar., 2001). Fujimoto sa saradnicima je ustanovio da lipopolisaharidi (LPS) 
povećavaju ekspresiju iNOS u jetri i da se inače povećano oslobađanje glukoze iz jetre, 
izazvano LPS kod ob/ob (gojazni, dijabetični) miševa, blokira inhibicijom iNOS. Povećana 
ekspresija iNOS može narušiti insulinski signalni put u hepatocitima, odnosno smanjiti 
ekspresiju IRS-2, dominantnog u jetri, dok je ekspresija IRS-1 očuvana (Shinozaki sa sar., 
2011). Nasuprot, blokada ekspresije iNOS u jetri pozitivno utiče na funkcionisanje IRS-2 
(Fujimoto sa sar., 2005).  
Podaci iz literature (Nathan sa sar., 1994) kao i naši objavljeni rezultati (Sudar sa sar., 
2011) pokazuju da grelin pored drugih hormona, takođe reguliše aktivnost i ekspresiju iNOS. 
1.4. Protein kinaze B i Ekstracelularnim Signalima 
Regulisana Kinaza 1/2 
Protein kinaza B (PKB ili Akt) je serin /treonin kinaza koja pripada familiji protein 
kinaza zavisnih od cikličnih nukleotida. Ova grupa kinaza pokazuje veliki stepen sličnosti u 
mehanizmu aktivacije kao i aminokiselinskom sastavu katalitičkog domena (približno 80% 
poklapanja), iako su produkt tri različita gena locirana na različitim hromozomima (Scheid sa 
sar., 2003). Akt je jedan od glavnih ciljnih molekula signalne mreže pokrenute aktivnošću 
PI3-K i uključena je u regulaciju ćelijskog rasta, proliferacije, apoptoze, metabolizma glukoze, 
angiogeneze i migracije (Franke sa sar., 1995; Brazil sa sar., 2001; Zhuravleva sa sar., 2010). 
Kod sisara postoje tri izoforme PKB: α, β, γ. Akt ima tri različita domena: N- terminalni 
plekstrinski (engl. Pleckstrin Homology, PH) (Haslam sa sar., 1993), katalitički i C-terminalni 
regulatorni domen sa hidrofobnim motifom (HM) (Brazil sa sar., 2001). Sva tri regiona čine 
protein molekulske mase od 56kDa. Potpuno aktivirana Akt, koja ostvaruje svoju punu 
biološku aktivnost mora biti fosforilisana na dva mesta, jedno locirano unutar aktivacione 
petlje kinaznog domena (aminokiselina Thr308) i drugi u HM domenu (Ser473) (Frödin sa sar., 
2002; Yang sa sar., 2002). Slika 1-5. 
Akt se eksprimira u hepatocitama, Kupferovim i stelatnim ćelijama jetre, kao i 
endotelnim ćelijama sinusoidnih kapilara gde učestvuje u fiziološkim i patološkim procesima. 
U Kupferovim ćelijama stimulisanim lipoteihoinskom kiselinom i LPS, smanjuje se 
inflamatorna reakcija preko PI3-K/Akt puta (Dahle sa sar., 2004). Takođe, Akt ima značajnu 
ulogu u regeneraciji jetre i indukciji sekrecije citokina (Ping sa sar., 2006). 
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Akt može biti aktiviran H2O2, putem EGFR/PI3-K (engl. Epidermal Growth Factor Receptor, 
EGFR) zavisnog signalnog puta i povećana aktivnost Akt je potvrda da je aktivirana 
antioksidativna zaštita od apoptoze izazvane oksidativnim stresom (Wang sa sar., 2000).  
ERK1/2 svojom strukturom i funkcijom pripada familiji serin/treonin kinaza 
odnosno, Mitogenima Aktivirane Protein Kinaze, (engl. Mitogen Activated Protein Kinases, 
MAPK). MAPK su uključene u regulaciju različitih procesa u ćeliji kao što su proliferacija, 
diferencijacija, odgovor na stres i apoptoza (Schattenberg sa sar., 2005). Aktivacija MAPK 
kinaza se odvija preko kaskadne fosforilacije ushodnih kinaza. Kinaza MAPK kinaza 
(MAP3K; MEKK tj. MEK kinaza) fosforiliše i aktivira MAPK kinazu (MAP2K; MEK; 
MKK), koja zatim aktivira MAPK (Martindale sa sar., 2002; Subramaniam sa sar., 2006). 
Skoro svi faktori rasta i citokini, koji svoju aktivnost ostvaruju preko receptora sa tirozin 
kinaznom aktivnošću, receptora aktiviranih citokinima ili receptora spregnutih sa proteinom 
G mogu da aktiviraju MAP-kinazni signalni put. Za punu aktivnost ERK1/2 neophodna je 
fosforilacija dva aminokiselinska ostatka to: Thr202 i Tyr204 u ERK1 i Thr183 i Tyr185 u ERK2. 
Aktivirana ERK1/2 zatim može da fosforiliše različite Ser/Thr ostatke više od 50 različitih 
citosolnih i nuklearnih proteina i transkripcionih faktora čime utiče na ekspresiju gena koji 
vode povećanju proliferacije, diferencijacije i preživljavanja ćelije (Taniguchi sa sar., 2006; 
Yap sa sar., 2011). Postoje potvrde da aktivaciju MAPK signalnih puteva mogu izazvati i 
ROS (Torres sa sar., 2003), ali mehanizmi aktivacije nisu još dovoljno razjašnjeni. Takođe, 
literaturni podaci uključujući i naše objavljene radove, pokazuju da grelin, kako u srcu (Sudar 
sa sar., 2011) tako i u jetri, svoje efekte ostvaruje aktiviranjem ERK1/2 kinaze. 
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2. Ciljevi istraživanja 
Na osnovu naših istraživanja i podataka iz literature ciljevi predložene doktorske disertacije 
bili su da se in vivo ispita: 
1. Antioksidativna svojstva grelina, odnosno njegovi efekati na regulaciju nivoa enzima 
antioksidativne zaštite (SOD, CAT, GPx i GR) u jetri normalno hranjenih i gojaznih 
pacova; 
2. Efekat grelina na regulaciju ekspresije i aktivnosti iNOS u jetri normalno hranjenih i 
gojaznih pacova; 
3. Uloga transkripcionog faktora, NFκB u grelinom regulisanoj promeni ekspresije 
enzima antioksidativne zaštite i iNOS u jetri normalno hranjenih i gojaznih pacova; 
4. Učešća ERK1/2/Akt u grelinom regulisanoj aktivnosti antioksidativnih enzima i 
iNOS u jetri normalno hranjenih i gojaznih pacova. 
3. Hipoteza 




Hipoteza predloženih istraživanja u okvirima ove doktorske disertacije se zasniva na 
pretpostavci da grelin u jetri pacova, in vivo reguliše ekspresiju i aktivnost enzima 
antioksidativne zaštite i iNOS, i to preko ERK1/2 i Akt signalnih puteva. Takođe, dobijeni 
eksperimentalni rezultati iz ovako dizajniranog eksperimenta su doprineli odgovoru na 
pitanje: da li se očekivane promene u antioksidativnim enzimima i iNOS mogu dovesti u 
vezu sa promenama u transkripcionom faktoru, NFκB kao i promenama u aktivaciji ERK1/2 
i Akt u jetri pacova? Imajući u vidu složenost fiziološkog uticaja grelina i GH, kao i 
ograničenih literaturnih podatka, u okviru ove predložene doktorske disertacije dizajnirani su 
eksperimenti koji bi obuhvatili tretmane normalno hranjenih i gojaznih pacova grelinom. 
Tretman pacova ishranom bogatom mastima doveo je do razvoja patofiziološkog modela 
gojaznosti u kojem su ispitivani molekulski mehanizmi izmenjeni. 
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4. Materijal i metode 
4.5.  Eksperimentalne životinje 
U eksperimentalnom postupku opisanom u ovom radu korišćeni su mužjaci pacova 
(Rattus norvegicus), soja Wistar. Životinje su odgajane u vivarijumu Instituta za biomedicinska 
istraživanja „Galenika A. D.", Beograd. Rad sa eksperimentalnim životinjama je odobren od 
strane Etičkog komiteta za rad sa eksperimentalnim životinjama Instituta za nuklearne nauke 
„Vinča“ u Beogradu. 
U četvrtoj nedelji života pacovi su podeljeni u dve grupe, sa po 14 životinja u svakoj 
grupi.  
Prva grupa životinja je označena kao „normalno uhranjene životinje“ i u skladu sa 
tim životinje su tokom celokupnog eksperimentalnog postupka imale slobodan (ad libitum) 
pristup vodi i standardnoj briketnoj hrani u sastavu: 20% proteina, 8% celuloze, 13% vlage, 
1% kalcijuma, 0,90% lizina, 0,75% metionin+cistin, 0,5% fosfora, 0,15-0,25% natrijuma, 
mešavina vitamina (A- 10000 IU /kg, D3- 1600 IU /kg, E -25 mg/kg, B12 – 0,02 mg/kg), 
mešavina minerala (u mg/kg: cink 100, gvožđe 100, magnezijum 30, bakar 20, jod 0,5, selen 
0,1), antioksidanata 100 mg/kg; digestibilna energija 11 MJ/kg (D.D. ,Veterinarski zavod 
Subotica", Subotica, Srbija). 
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Druga grupa životinja je označena kao „gojazne životinje“ i u cilju postizanja 
gojaznosti i razvijanja IR životinje su tokom četiri nedelje imale slobodan (ad libitum) pristup 
vodi i standardnoj briketnoj hrani koja je obogaćena sa 30% masti (engl. High Fat Diet, HF 
dijeta).  
U periodu od četvrte do osme nedelje starosti, sve životinje su pojedinačno gajane u 
standardnim laboratorijskim uslovima, u kavezima od pleksiglasa sa poklopcem od nerđajuće 
čelične žice, pri konstantnoj temperaturi prostorija od 22 ± 2 °C; relativne vlažnosti vazduha 
do 60-70% i režimu osvetljenja od 12 sati svetla i 12 sati mraka.  
Nakon isteka osme nedelje, životinje su tri dana aklimovane na nov tip metaboličkih 
kaveza, a potom su pripremane za intracerebroventrikularno (ICV) injeciranje grelina. 
Standardna laboratorijska hrana za pacove i voda bile su dostupne ad libitum životinjama obe 
grupe pre i tokom izvođenja eksperimentalne procedure.  
4.6.  Intracerebroventrikularno injeciranje grelina  
Za potrebe ICV injeciranja grelinom, sve životinja su podvrgavane implantaciji ICV 
kanile u uslovima opšte anestezije. Anestetik Tiopental-Na (Thiopental-Sodium, 
Rotexmedica, Trittau, Nemačka) apliciran je intraperitonealno (IP) u dozi od 45-50 mg/kg.  
Nakon utvrđivanja tačne pozicije za ugradnju kanile, stereotaksičnim aparatom za 
glodare (Baltimore Instrument Co. Inc., SAD) pristupano je bušenju zubnom bušilicom do 
dure mater i to na poziciji: 1,5 mm lateralno, 1 mm posteriorno i 3 mm ispod kortikalne 
površine u odnosu na bregmu1. Za fiksiranje kanile, u okcipitalnom regionu lobanje pacova, 
postavljan je šraf od nerđajućeg čelika. Kanila i šraf su međusobno pričvršćeni i fiksirani za 
lobanju zubnim cementom (Simgal, Galenika A. D. Beograd, Srbija) (Stevanovic sa sar., 2008; 
Sudar sa sar., 2011). 
Oporavak životinja posle implantacije ICV kanile trajao je 5 dana. U daljim 
eksperimentima korišćene su samo životinje koje su uspele u potpunosti da se oporave i nisu 
pokazivale znake bolesti (gubitak telesne mase, neurološki deficit, piloerekciju, hemoragiju 
itd.). Životinje su injecirane u toku pet kontinuiranih dana u periodu od 9:00 - 9:30h. 
Za dalje potrebe eksperimenta, životinje su podeljene u četiri eksperimentalne grupe 
sa po šest životinja u svakoj od navedenih grupa:  
                                                     
1  Bregma je anatomska tačka koja se nalazi na stecištu koronalnog i parijentalnog šava lobanje. 
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1. Kontrolne životinje (KONT) normalno uhranjeni pacovi, kojima je ICV davan 
fosfatni pufer (engl. Polyphosphate Buffer Saline, PBS) (5µl PBS/po životinji) tokom pet 
uzastopnih dana; 
2. Grupa normalno hranjenih pacova ICV tretiranih grelinom (G) (1µg pacovskog 
grelina ; Rat Ghrelin, Global Peptide, Fort Collins, CO, SAD) u 5µl PBS/ po 
životinji) tokom pet uzastopnih dana; 
3. Gojazni pacovi (HF) na režimu ishrane bogate mastima i ICV tretirani sa PBS (5µl 
PBS/ po životinji); 
4. Gojazni pacovi tretirani grelinom (HFG) na režimu ishrane bogate mastima, i ICV 
tretirani grelinom u trajanju od pet dana (1µg pacovskog grelina u 5µl PBS-a/ po 
životinji). 
 
Svim životinjama je u toku trajanja tretmana, merena telesna masa neposredno pre 
davanja grelina ili PBS. Nakon pet dana od početka ICV aplikacije, životinje su žrtvovane 
dekapitacijom sat vremena nakon poslednjeg tretmana, upotrebom giljotine u dubokoj 
anesteziji, izazvanoj IP injeciranjem anestetika Tiopental-Na (Thiopental-Sodium, 
Rotexmedica, Trittau, Nemačka), u dozi od 50 mg/kg. 
Nakon dekapitacije, krv je sakupljana i centrifugirana na 3000 rpm, 15 minuta, a 
dobijeni serumi zamrznuti su na temperaturi od -80 °C. Jetre su izolovane, merene i 
zamrznute do upotrebe u sledećim koracima eksperimenta.  
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4.7. Biohemijske analize 
4.7.1. Određivanje koncentracije glukoze u serumu pacova 
Koncentracija glukoze u serumu pacova određivana je standardizovanom GLUC-
PAP metodom (Randox, Crumlin, Velika Britanija) u Rx Daytona automatskom 
biohemijskom analizatoru (Randox, Velika Britanija). Princip metode se zasniva na oksidaciji 
glukoze u glukonsku kiselinu u prisustvu glukozo oksidaze, pri čemu se oslobađa H2O2. 
Glukozo oksidaza ima visok afinitet za reakciju sa β-D glukozom. H2O2 iz reakcije, u 
prisustvu peroksidaze reaguje sa 4-aminofenazonom i 2,4-dihlorfenolom, gradeći 




Promena boje reakcione smeše je posledica stvaranja iminohinona. Merenjem 
apsorbance svetlosti na talasnoj dužini od λ=505 nm utvrđen je intenzitet nastale 
iminohinonske boje koji je direktno proporcionalan koncentraciji glukoze u uzorku i 
izražavana je u mmol/l (Pileggi sa sar., 1962). 
4.7.2. Određivanje koncentracije insulina u serumu pacova 
Koncentracija insulina u serumu pacova određivana je radioimunološkom metodom 
(RIA; engl. Radioimunoassay) primenom RIA insulin komercijalnog kompleta (INEP, Zemun, 
Srbija). Princip testa zasniva se na kompetitivnom vezivanju insulina iz uzorka ili standarda i 
radioaktivno obeleženog insulina (125 J-insulina, aktivnosti oko 85 kBq po bočici, liofilizovan) 
za određeni broj vezujućih mesta na specifičnim anti-insulinskim antitelima, pri čemu nastaju 
radioaktivno obeleženi i neobeleženi imunokompleksi. Ako je veća količina insulina u 
uzorku, u reakcionoj smeši će se detektovati manje formiranog obeleženog kompleksa. U 
serum zapremine 50 µl dodavano je po 50 µl 125J-insulina i 50µl anti-insulin-antiseruma. 
Nakon vorteksovanja reakcija se odvijala 20 h na sobnoj temperaturi. Po završenoj reakciji, 
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svi formirani kompleksi su taloženi imunoadsorbantom (dodavano je po 250µl) nakon čega 
je sadržaj centrifugiran 25 minuta na 3000g. Staloženi kompleksi predstavljaju kombinaciju 
sekundarnih antitela, polietilenglikola (PEG) i vezanog insulina, dok u tečnoj fazi ostaju 
slobodni insulin (obeleženi i neobeleženi) i slobodna antitela. Supernatant je uklanjana, a 
radioaktivnost sadržaja koji je ostao na dnu epruvete, merena je na gama-scintilacionom 
brojaču 1219 Rack beta Liquid Scintilation Counter (LKB, Belgija) .  
Za izradu standardne krive korišćeni su standardi sa definisanim, poznatim 
koncentracijama insulina. Upoređivanjem sa standardnom krivom određivana je 
koncentracija insulina u uzorcima seruma. Koncentracija insulina izražavana je u mlU/l 
seruma. 
4.7.3. Određivanje indeksa rezistencije na insulin (HOMA-IR) i 
sekrecije insulina 
HOMA indeks (engl. Homeostasis Model Assessment Index) opisan 1985. godine, je 
jednostavan matematički model kojim se utvrđuje odnos stepena funkcionalnosti β ćelija 
pankreasa, odnosno odgovor β-ćelija pankreasa na koncentraciju glukoze (HOMA1-β) i 
rezistencije na insulin (HOMA1-IR) u kojoj je smanjen inhibitorni efekat insulina na sintezu 
glukoze u jetri. Negativna povratna sprega između jetre i β-ćelija reguliše sekreciju insulina i 
oslobađanje glukoze iz jetre i omogućuje da se matematički izraze stabilne koncentracije 
insulina i glukoze. 
Podaci koji se koriste u jednačini su izmerene bazalne (natašte) koncentracije glukoze 
i radioimunološkom metodom dobijene vrednosti insulina ili C-peptida. Na osnovu 
dobijenih vrednosti, ispitanici se dele na 3 grupe prema visini rezistencije na insulin, pri čemu 
oni u najvišoj trećini dobijanih vrednosti, imaju 27% veći rizik da dobiju neki od kardio-
vaskularnih događaja od onih koji su u nižoj trećini insulinske rezistencije (Matthews sa sar., 
1985; Wallace sa sar., 2004). Koncentracija glukoze se izražava mmol/l, a koncentracija 
insulina u µU/ml. Brojne kliničke studije su pokazale odličnu korelaciju između HOMA 
indeksa i euglikemijskog clampa, koji se smatrao „zlatnim standardom“ u dijagnostici. 
HOMA IR indeks izračunavan je prema formuli: 
HOMA IR indeks = glukoza našte [mmol/l] x bazalni insulin [µU/ml]/22,5] 
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HOMA-β indeks izračunavan je prema formuli: 
HOMA-β indeks = 20 X bazalni insulin [µU/ml]/ (glukoza našte [mmol/l]- 3,5) 
4.7.4. Određivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u serumu 
pacova 
Koncentracija SMK u serumu pacova određivana je pomoću modifikovane 
kolorimetrijske metode po Dunkombeu (Duncombe, 1964). U osnovi metode je proces 
ekstrakcije lipida organskim rastvorom, npr. hloroformom, pri čemu se eliminišu 
interferirajuća jedinjenja, kao što su fosfolipidi. Hloroformski rastvor SMK u prisustvu 
reagensa koji sadrži bakar, reaguje i formira soli bakra, koje zatim u prisustvu 
dietilditiokarbamata (DDC; engl. Dietliyl-Ditlliocarbamate), stvaraju kompleks žute boje 
(kompleks SMK-Cu) sa maksimumom apsorpcije svetlosti na talasnoj dužini od 436 nm. 
Postupak određivanje koncentracije SMK u serumu je rađen tako što je u 45 µl 
seruma dodavano 225 µl reagensa (trietanolaminskog pufera (TEA), pH 7,8, + (Cu(N03)2 x 
3H20 u H20) i nakon kratkog vorteksovanja dodato je 1125 µl hloroforma i nakon snažnog 
mućkanja 20 minuta na sobnoj temperaturi, inkubaciona smeša je centrifugirana 10 minuta 
na 3000 rpm u kliničkoj centrifugi. Gornji, vodeni plavo-zeleni sloj sa proteinima u 
potpunosti je uklanjan vakum pumpom, a iz donjeg hloroformskog sloja, prenošeno je po 
450 µl uzorka u posebne epruvete i dodavano 45 µl 0,2% DDC. Nakon snažnog 
vorteksovanja uzorci su inkubirani 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije 
merene su apsorbance uzoraka i standarda prema slepoj probi u aparatu Biochrom ultrospec 
ll (LKB, Belgija) na talasnoj dužini λ=436nm. Intenzitet boje je proporcionalan koncentraciji 
ukupnih SMK i izražavan je u mmol/l. 
Koncentracija SMK je određivana korišćenjem standardne krive konstruisane na 
osnovu vrednosti apsorbanci očitanih za seriju rastvora palmitinske kiseline rastvorene u 
hloroformu, poznate koncentracije (0,25, 0,5, 1, 1,5, 2 i 2,5 mM) . 
4.8. Izolovanje ćelijskog lizata iz jetre pacova 
Za izolaciju ćelijskog lizata, uzimano je po 1g tkiva jetre. Tkivo je seckano i 
homogenizovano u 4 ml TES pufera sa proteaznim inhibitorima, u Ultra-Turrax 
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homogenizeru T8 (IKA-Werke, Nemačka) 3 x 30 s, na ledu. TES pufer za izolovanje proteina 
sadržao je: 10 mM Tris (pH 7,2), 250 mM saharoze, 1,5 mM EDTA (engl. 
Ethylenediaminetetraacetic  Acid), kao i proteazne inhibitore 100mM PMSF (engl. 
Phenylmethanesulphonylfluoride ) , 10 mg/ml aprotinin, 10mg/ml leupeptin i fosfatazni 
inhibitor, 2 mM natrijum ortovanadat. Homogenati su dalje centrifugirani 20 minuta na 
10000 x g (9500 rpm u Beckman, J21). Supernatanti su sakupljani, prebacivani u prethodno 
ohlađene tube i centrifugirani 60 minuta na 48000 x g (23000 rpm u ultracentrifugi Beckman 
L3-50, Ti-50 rotor). Supernatant i talog su razdvajani. U dobijenom supernatantu, koji 
predstavlja lizat ćelija jetre, koncentracija proteina određivana je BCA metodom (engl. 
Bicinchoninic Acid Assay, BCA) (Smith sa sar., 1985). 
4.9. Određivanje koncentracije proteina  
Koncentracija ukupnog proteina u uzorku je određivana korišćenjem komercijalnog 
BCA testa (engl. Bicinchoninic Acid Assay-BCA, Pierce, Rockford, IL, SAD) koji se zasniva na 
protokolu za kolorimetrijsku detekciju i kvantifikaciju, Smitha i saradnika (1985). BCA test 
se zasniva na kolorimetrijskoj detekciji redukovanog bakra Cu+, nastalog tokom biuretske 
reakcije, u prisustvu bihinonske kiseline u alkalnoj sredini. Reakcija uključuje dva koraka:  
1. biuretska reakcija u kojoj dolazi do redukcije Cu2+ jona do Cu+ jona. U jako 
alkalnom rastvoru dolazi do deprotonovanja NH grupe iz peptidne veze, što se detektuje 
plavom bojom.  
2. helacija dva molekula BCA sa jonom bakra Cu+ ( 
Slika 4-1). 
Stvaranje BCA-bakar kompleksa je praćeno razvijanjem boje sa maksimumom 
apsorpcije na 562nm. Redukciji Cu2+, što se detektuje promenom inteziteta boje, najviše 
doprinose amino kiseline cistein ili cistin, tirozin i triptofan Takođe, intezitetu boje doprinosi 
i celokupan proteinsku sadržaj. Vezivanjem BCA za jon Cu u biuretskoj reakciji, efikasno se 
uklanjaju slabo helirani peptidi. Oslobođeni peptidi su dalje slobodni da se vezuju za druge 
jone bakra. 
Koncentracija ukupnih proteina je preračunavana sa standardne krive, konstruisane 
na osnovu izmerenih vrednosti apsorbanci poznatih rastućih koncentracija BSA (0,2, 0,4, 0,8, 
1,2, 1,6 i 2 mg/ml).  
4.Materijal i metode 





Slika 4-1. Shematski prikaz biuretske reakcije. Cu2+ - jon bakra; Cu1+ - jon 
bakra; OH. – hidroksil radikal; BCA - bicinhoninična kiselina (engl. Bicinchoninic 
Acid Assay); Preuzeto i modifikovano: http://www.labome.com/method/Protein-
Quantitation.html  
 
4.10. SDS-PAGE - elektroforeza  
Elektroforeza je postupak kojim se iz smeše proteina razdvajaju makromolekuli u 
električnom polju i ona predstavlja prvi korak u određivanju stepena ekspresije proteina, 
njegove lokalizacije i fosforilacije u analiziranom uzorku. Princip metode korišćen u ovom 
radu preuzet je od Laemmli (Laemmli, 1970) i označen je kao diskontinuirana poliakrilamid 
gel elektroforeza u prisustvu deterdženta natrijum dodecil sulfata (engl. Sodium Dodecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). U poliakrilamidnoj elektroforezi, električno 
polje pokreće proteine kroz matriks poliakrilamidnog gela razdvajajući proteine isključivo na 
osnovu njihove molekulske mase izražene u kDa (engl. Daltons, Da). 
SDS je anjonski deterdžent, čije negativno naelektrisanje narušava kompleksnu 
strukturu proteina prevodeći ih u linearne forme. Polipeptidni lanac vezuje za sebe SDS 
proporcionalno njegovoj molekulskoj masi, i proteini pri SDS elektroforezi se razdvajaju 
samo na osnovu same mase molekula.  
Da bi se postigla visoka rezolucija u razdvajanju proteinskih frakcija primenjivan je 
sistem gradijentnog gela: 4% gel za koncentrovanje (0,5M Tris-HCl (pH 6,8), akrilamid, 
bisakrilamid, SDS, amonijumpersulfat (APS), TEMED i H20) i 8% ili 10% gel za razdvajanje 
(1,5M Tris-HCl pH 8,8, akrilamid, bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H20) kao i dva različita 
puferska sistema: pufer za uzorkovanje (0,5 M Tris­HCl, pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerala, 
0,5% 2-p-mercaptoetanol, 0,1% bromofenol plavo) i pufer za elektroforezu (25 mM Tris-
HCl, 192 mM glicin, 0,1% SDS i H20). Elektroforetska separacija proteinskih frakcija 
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izvedena je u VWR® Mini Vertical PAGE, sistemu za vertikalnu elektroforezu (VWR 
Corporate, Radnor, PA, SAD).  
Ćelijski lizati (početne koncentracije ukupnih proteina 5 μg/l) su razblaživani sa 5 
puta koncentrovanim redukujućim puferom za uzorkavanje, odnosno Laemmli puferom 
(100 mM Tris–HCl pH 6,8; 200 mM 2-β-merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% brom fenol plavo 
i 20% glicerol), do finalne koncentracije 4 μg/l. Ovako pripremljeni lizati zatim su kuvani 5 
minuta na 100 °C kako bi se proteini potpuno denaturisali. Svi uzorci su zatim hlađeni na 
sobnoj temperaturi, korišćeni u planiranim analizama i/ili skladišteni na -20 °C.  
Pripremljeni uzorci su nanošeni u bunariće gela u volumenu od 12,5 μl (60 µg 
ukupnih proteina) i razdvajani SDS­ PAGE elektroforezom,  15 minuta pri naponu od 100V, 
a zatim 60 minuta pri naponu od 120V.  
Na svaki gel su nanošeni i proteini poznatih molekulskih masa, odnosno marker 
PageRegularTM Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Vilnius, Litvanija) radi 
lokalizovanja ispitivanih proteina po završetku elektroforeze, prema molekulskoj masi.  
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4.11. Imuno blot  
Neposredno nakon razdvajanja proteina SDS-PAGE metodom, rađen je Imuno blot 
tj. postupak kojim se detektuju specifični proteini u proteinskim lizatima. Detekcija 
ispitivanih proteina u uzorcima vršena je na osnovu reakcije sa specifičnim antitelima. S 
obzirom da se u gelu poliakrilamida ne može izvesti reakcija antigen-antitelo, proteini iz gela 
prebacivani su na membranu.  
Elektrotransfer razdvojenih proteinskih frakcija sa gelova vršen je na polivinilidendi 
fluorid (engl. Polyvinylidence Difluoride, PVDF) membranu (Immobilon-P Transfer Membrane 
- veličine pora 0,45 μm, Millipore, Bilerica, MA, SAD), tokom sat vremena pri struji 
intenziteta 250 mA na +4 °C, u aparatu za transfer, VWR® Mini PAGE Electroblotting 
System (VWR Corporate, Radnor, PA, SAD). Pufer za transfer proteina sadržao je 25 mM 
Tris-HCl, 192 mM glicin, 20% metanol i H2O, a efikasnost transfera proteina proveravana je 
bojenjem membrana sa 0,5% rastvorom Ponceau S tokom jedne minute. Po vizuelizaciji 
crveno obojenih proteinskih traka, membrane su ispirane destilovanom vodom i TBS-T 
puferom (0,05% Tween 20 u TBS puferu (engl. Tris-Buffered Saline, TBS), a zatim inkubirane 
tokom sat vremena na sobnoj temperaturi, u puferu za blokiranje (5% nemasno mleko u 
TBS­T puferu ili 5% BSA/TBS-T) kako bi se umanjilo ne-specifično vezivanje antitela za 
PVDF membranu.  
Nakon blokiranja, membrane su ispirane TBS-T puferom, a zatim inkubirane preko 
noći na 4 oC sa primarnim antitelima određene specifičnosti, razblaživanim do odgovarajućih 
koncentracija u 5% nemasnom mleku u TBS-T ili u 5% BSA/TBS-T. Za potrebe ovih 
istraživanja membrane su inkubirane sa sledećim specifičnim primarnim antitelima: zečjim 
anti-fosfo-Akt Ser473 i zečjim anti-Akt poliklonskim antitelom, razblaženje 1:1000; zečjim 
anti-fosfo-ERK1/2 (p44/ 42) i zečjim anti-ERK1/2 (p44/ 42) poliklonskim antitelom, oba 
u razblaženju 1:1000 (Cell Signaling, Beverly, MA, SAD); zečjim anti-iNOS/NOS tip II 
poliklonskim antitelom, razblaženje 1:2000, (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD); 
mišjim anti-NFKB-p50 (E-10) monoklonskim antitelom, razblaženje 1:1000 (Santa Cruz 
Biotech, Santa Cruz, CA, SAD); zečjim anti-NFKB-p65 (C-20) poliklonskim antitelom, 
razblaženje 1:500 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD); β-aktin, mišji anti-aktin 
monoklonsko antitelo (Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, SAD); zečjim 
poliklonskim anti-β-aktin antitelom (ab8227, Abcam), razblaženje 1:3000; Anti-Mn-SOD 
razblaženje 1:4000 (Stressgen), anti-CuZnSOD (1:10000) (Stressgen), anti-Catalase (1:10000) 
4.Materijal i metode 
Efekat grelina na regulaciju antioksidativnih enzima i inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri pacova 
35 
 
(Calbiochem), anti-GPx (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology) i anti-glutathione reductase 
(1:3000) (Santa Cruz Biotechnology) antitelom. 
Nakon inkubacije sa primarnim antitelima, membrane su ispirane tri puta po 5 
minuta, na sobnoj temperaturi, TBS-T puferom, a zatim inkubirane sat vremena na sobnoj 
temperaturi sa odgovarajućim sekundarnim antitelima konjugovanim sa peroksidazom rena 
(engl. Horseradish Peroxidase, HRP) ili sa alkalnom fosfatazom (engl. Alkaline Phosphatase, ALP): 
kozjim anti-zečjim IgG-HRP, ovčijim anti-mišjim IgG-HRP ili kozjim anti-zečjim IgG-ALP 
antitelima, u razblaženju 1:5000 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD i Amersham). 
Sekundarna antitela razblaživana su do odgovarajućih koncentracija u 5% nemasnom mleku 
rastvorenom u TBS-T puferu. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelima, membrane su, 
takođe, ispirane tri puta po 5 minuta, na sobnoj temperaturi, TBS-T puferom.  
Da bi utvrdili da li je na gelove nanošena jednaka količina proteina u svim uzorcima 
plazma membrana ili ćelijskih lizata, korišćena su antitela na β-aktin, mišji anti-aktin 
monoklonsko antitelo (Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, SAD) i zečji poliklonsko 
anti-β-aktin antitelo (ab8227, Abcam) kao kontrola unosa uzoraka na gel tj. kao „loading“ 
kontrola. β-aktin je izabran kao marker ćelijskih frakcija na čiju količinu primenjeni tretmani 
nemaju efekta.  
U slučaju kada su sekundarna antitela bila konjugovana sa HRP, analizirani proteini 
u uzorku su vizualizovani na autoradiografskom filmu pomoću ECL (engl. Enhanced 
Chemiluminescence, ECL) reagensa (Amer sham Biotech, Pitt sburgh, PA, SAD). Metoda ECL 
se zasniva na brzoj i osetljivoj reakciji luminiscencije, u kojoj uz prisustvu H2O2, peroksidaza 
katalizuje oksidaciju luminola. Nastali intermedijarni produkt prelazi u stabilnu formu uz 
emisiju svetlosti koja osvetljava film. Detekcija se vrši u mračnoj sobi sa crvenom svetlošću. 
Membrana je postavljana između dve providne folije u kaseti za detekciju (Hypercassette, 
Amersham Life Science, SAD), a preko membrane je stavljan film (AGFA, Medical X-ray 
film, Belgija). Ekspozicija filma je trajala od nekoliko sekundi do nekoliko minuta (zavisno 
od intenziteta dobijenog signala). Otisci dobijani na filmu, odgovaraju proteinima koji se 
nalaze na membrani i za koje su vezana odgovarajuća primarna i sekundarna antitela sa 
peroksidazom.  
 U slučaju kada su sekundarna antitela bila konjugovana sa ALP analizirani proteini 
u uzorku su vizualizovani bojenom reakcijom na samoj membrani uz pomoć fosfatnog 
reagensa (engl. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl Phosphate, BCIP) i hloridnog reagensa (NBT; engl. 
Nitro Blue Tetrazolium Chloride; Fluka, Sigma-Aldrich, Steinhdm, Nemačka). BCIP je supstrat 
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za ALP koji nakon defosforilacije reaguje sa NBT i kao produkt oksidacije nastaje jedinjenje 
plavo-ljubičaste boje. NBT služi kao oksidant i takođe daje jedinjenje plavo-ljubičaste boje i 
time intenzivira već nastalu boju.  
Postupak detekcije proteina na membrani uz pomoć BCIP/NBT, izvođen je tako što 
je membrana inkubirana na sobnoj temperaturi, u mraku, u rastvoru koji je sadržao 200 μl 
reagensa BCIP/NBT i 10 ml pufera: 0,1M Tris-HCI (pH 9,5), 0,1 M NaCI, 0,05 M MgCl. 
Dužina inkubacije zavisila je od tipa proteina i antitela, a trajala je od nekoliko minuta do sat 
vremena. Plavo-ljubičasti otisci dobijani na membranama odgovaraju proteinima koji su na 
membrani i za koje su vezivana odgovarajuća primarna i sekundarna antitela sa ALP.  
Intenziteti signala, odnosno koncentracije ispitivanih proteina, određivane su 
denzitometrijski. Filmovi su skenirani, a optička gustina detektovanih proteinskih traka 
kvantifikovana je pomoću programa ImageJ (engl. Image Processing and Analysis in Java). 
Prosečan broj piksela po otisku kontrolnih životinja definisan je kao jedna arbitrarna jedinica 
(AJ) po pg proteina, a vrednosti dobijene kod tretiranih životinja su poređene sa kontrolom 
i takođe izražavane u AJ/pg proteina. U slučaju kada je na istoj membrani, pored ispitivanog, 
trebalo detektovati i konstitutivno eksprimiran protein (β-aktin) ili totalnu količinu Akt, 
ERK, primenjivano je čišćenje membrane, tj. otklanjanje vezanih primarnih i sekundarnih 
antitela (engl. Stripping) određene specifičnosti. U tu svrhu, membrane su inkubirane 10 
minuta na sobnoj temperaturi u 0,2M NaOH. Nakon toga su membrane ispirane pet puta 
po 10 minuta u puferu TBS-T, te je ponavljanjem Western blot postupka od faze blokiranja, 
uz upotrebu odgovarajućih specifičnih antitela određivano prisustvo drugog proteina.  
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4.12. Određivanje aktivnosti antioksidativnih enzima 
u uzorcima jetre pacova 
4.12.1. Određivanje aktivnosti SOD 
Ukupna aktivnost SOD određivana je korišćenjem komercijalnog RANSOD kit 
(Randox Labs, Crumlin, UK), koji ne meri aktivnosti pojedinačnih izoformi Cu/Zn ili 
MnSOD. Princip reakcije zasniva se na originalnoj metodi McCord i Fridovich (McCord sa 
sar., 1969). U reakciji prevođenja ksantina u mokraćnu kiselinu pod dejstvom ksantin 
oksidaze (engl. Xanthine Oxidase, XOD), nastaje radikal superoksid anjon (O2
*-), koji reaguje 
sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hloridom (I.N.T), formirajući crveno 
obojenu boju, formazan. SOD inhibira reakciju, prevodeći O2
*- u kiseonik. U eseju za 
određivanje ukupne aktivnosti SOD su korišćeni lizati tkiva jetre i standardni rastvori. 
Apsorbancija je merena spektrofotometrijski na 505nm u automatskom biohemijskom 
analizatoru RX-Daytona (Randox, Crumlin, UK). Jedinica aktivnosti superoksid dizmutaze 
definisana je kao količina SOD enzima koja uzrokuje inhibiciju formiranja formazana za 50% 
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4.12.2. Određivanje aktivnosti CAT  
Aktivnost CAT je određivana po metodu Claiborne (Clairborne, 1985). Princip 
metode se zasniva na spektrofotometrijskom praćenju raspada H2O2 pod dejstvom CAT, na 
talasnoj dužini od 240 nm, na kojoj apsorbuje H2O2. 
Aktivnost je određivana u uzorcima ćelijskog lizata jetre (50μl) u koje je dodavano 
25μl apsolutnog etanola i 1ml H2O. Etanol se dodaje da bi se uklonio endogeno vezani H2O2, 
i tako obezbedilo merenje stvarne aktivnosti katalaze.  
Postupak je izvođen pripremom reakcione smeše, neposredno pre merenja (0,05 M 
fosfatni pufer pH=7,0, KH2PO4 (0,68g)/K2HPO4 (0,87g) u 100ml H20) u koju je dodavan 
H2O2. Pufer je podešavan tako da vrednosti apsorbance slepe probe na 240 nm budu u 
opsegu između 0,525-0,550. U reakcionu smešu dodavano je 40 µl homogenata jetre pacova 
(koncentracije ukupnih proteina 10 µg/µl). Reakcija je započinjana dodavanjem uzorka. 
Aktivnost CAT se određuje praćenjem razlaganja H2O2, pri čemu je pad apsorbance 
proporcionalan aktivnosti CAT i preračunava se na osnovu sledeće formule: 
 
Specifična aktivnost = (ΔAuz - ΔAsp) x 1000 x razblaženje/43,6 x koncentracija proteina 
µmol/min mg) 
Gde je ΔAuz – srednja promena apsorbance  slepe probe u minuti; ΔAsp - srednja 
promena apsorbance  uzorka u minuti; 43,6 – molarni ekstincioni koeficijent za H2O2 na 
240nm (M-1 cm-1). 
Jedna jedinica aktivnosti CAT se definiše kao količina enzima koji razgrađuje 1 µmol 
H2O2 u minuti po mg proteina. Izražava se u U/mg proteina. 
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4.13. Određivanje koncentracije nitrita i nitrata u 
serumu pacova 
Određivanje koncentracije nitrita (NO2
-) i nitrata (N03
-) kao stabilnih metabolita NO, 
korišćena je za indirektno merenje produkcije NO u biološkim sistemima, i podrazumeva 
dvostepenu reakciju. Prva reakcija uključuje aktivnost nitrat reduktaze, i nakon nje sledi 
Grisova reakcija (Hevel sa sar., 1994).  
Odnos nitrita i nitrata je varijabilan i teško predvidljiv, te je njihova suma najbolji 
pokazatelj totalne produkcije NO.  
Da bi se detektovali kolorimetrijski, nitrati se moraju prevesti u nitrite. Pomoću 
koenzima NADP ili NADPH zavisne nitrat reduktaze, nitrati se konvertuju u nitrite. 
Konvertovani nitriti se mogu kvantifikovati uz pomoc Grisovog reagensa, koji prevodi nitrite 
u purpurno (ljubičasto) azo-jedinjenje sa maksimumom apsorpcije na 570 nm. 
NADPH je neophodan kofaktor za nitrat reduktazu, ali u višku interferira sa 
Grisovim reagensom i utiče na senzitivnost metode. Da bi se odstranio višak NADPH, 
neophodan je dodatni korak nakon redukcije nitrata, koji podrazumeva reakciju NADPH sa 
L-glutamat dehidrogenazom i α-ketoglutaratom radi oksidacije NADPH u NADP. 
Esej je rađen u mikrotitarskim polistirinskim pločama sa 96 bunarića. Uzorci seruma 
u volumenu od 100µl inkubirani su 3h na 37 oC sa 15µl (30mU) nitrat reduktaze (iz Aspergillus 
niger; Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, MO, SAD), u prisustvu 1µl 2,5 mM β-NADPH. 
Nitrati su redukovani do nitrita, a višak β-NADPH je zatim oksidovan sa 2 µl (100 mU) L-
glutaminske dehidrogenaze (SigmaAldrich Corporation, St. Louis, MO, SAD), 1 µl u 0,4 mM 
α-ketoglutarata i 12,5 µl 2M amonium sulfata, 30 minuta na 37 oC. Nakon redukcije, 
koncentracija nitrita je određivana mešanjem istih volumena uzoraka i Grisovog reagensa 
(mešavina 1:1, 0,1 % rastvor naftil etilen diaminodihidrohlorida u H2O i 1% rastvor 
sulfanilamida u 5% H3PO4 i 95% H2O) i inkubirana na sobnoj temperaturi 15 minuta. Zatim 
je merena apsorbanca na 570 nm na automatskom čitaču za mikrotitarske ploče (Sunrise 
basic, Tecan, Austrija).  
Koncentracija je nitrata je određivana na osnovu standardne krive konstruisane na 
osnovu vrednosti apsorbanci očitanih za seriju rastvora KNO3 poznate koncentracije i 
izražavana u µmol/l. 
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4.14. Određivanje aktivnosti arginaze u homogenatu 
jetre pacova 
Određivanje aktivnosti arginaze u homogenatu jetre pacova vršen je 
spektrofotometrijskom metodom po Koralizi (Corraliza sa sar., 1994). Arginaza je enzim koji 
katalizuje prevođenje L-Arginina u L-ornitin i ureu, te se princip ove metode zasniva na 
merenju količine nastale uree u uzorku, koja je direktno proporcionalna aktivnosti enzima.  
Postupak je izvođen tako što je u 100 µl homogenata jetre pacova (koncentracije 
ukupnih proteina 10 µg/µl) dodavano 100 µl Reagensa 1 (10mM MnCl2 u 50mM Tris-HCl, 
pH 7,5). Smeša je kratko vorteksovana, a potom je enzim iz uzorka aktiviran kuvanjem u 
vodenom kupatilu na temperaturi od 55 °C u trajanju od 10 minuta. Hidroliza L-Arg 
započinje dodavanjem 50 µl Reagensa 2 (0,5 M L-Arginina i 0,5M arginin monohidrohlorida 
dodato u smešu 1% Na2C03 i 0,05% NaHC03, pH 9,7; L-arginin monohydrochloride, 
Kemika, Zagreb, R. Hrvatska) u 50 µl, prethodno aktiviranog uzorka, i njihovim 
inkubiranjem na 37 oC u trajanju od 60 minuta. Reakcija je zaustavljana dodavanjem 800 µl 
Reagensa 3 (H2S04 (96-98%) : H3P04 (85%) : H20 = 1:3:7) i 50 µl Reagensa 4 (9% 
isonitrozopropiofenon (ISPF) u 100% etanolu) i kuvanjem na 100 °C u trajanju od 45 minuta. 
Posle 10 minuta hlađenja na sobnoj temperaturi, u mraku (da bi se razvila boja), određivana 
je apsorbanca na 550 nm na automatskom čitaču za mikrotitarske ploče (1420 Victor, Wallac, 
Perkin Elmer, SAD).  
Aktivnosti arginaze je određivana na osnovu standardne krive konstruisane na 
osnovu vrednosti apsorbanci očitavanih za seriju rastvora uree (Urea, Sigma Aldrich 
Corporation, St. Louis, MO, SAD) poznate koncentracije i izražavana u nmol uree/min/mg 
proteina. 
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4.15. Određivanje ekspresije gena za iNOS 
4.15.1. Izolacija RNK iz jetre pacova  
Izolacija ukupne RNK iz ćelija jetre pacova urađena je upotrebom trizol reagensa. 
Trizol je jednofazni rastvor fenola i guanidin izotiocianata kojim se solubilizuje biološki 
materijal i denaturišu proteini.  
Tkivo jetre pacova je seckano makazicama i potpuno homogenizovano klipnim 
špricom u mililitru Trizola (Invitrogen Life Technologies, Paisley, Velika Britanija). Uzorci 
su inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani 10 minuta, na 12000 g i 
na 4 oC. Faza separacije započinjana je dodavanjem hloroforma u supernatant (1/5 volumena 
Trizola, odnosno 200 µl, -20 °C) nakon mešanja i inkubacije 15 minuta na sobnoj 
temperaturi. Uzorci su centrifugirani 15 minuta na 12,000 g i na 4 oC. Iz tuba je sakupljan 
gornji trizolski sloj i dodavanjem na -20 0C rashlađenog 500 µl izopropil alkohola izvršena je 
precipitacija RNK. Uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi i potom 
centrifugirani 8 minuta na 12,000 g i 4 °C. Talog iz tuba je ispiran dva puta sa po mililitar 
75% etanola, potom sušen 5 minuta na sobnoj temperaturi. Rastvaranje taloga vršeno je u 
DEPC (engl. Diethylpyrocarbonate) vodi. Koncentracija i prečišćenost RNK određivana je 
spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 260 nm/280 nm, na aparatu Gene Qvant II 
(Pharmacia Biotech, Ltd., Velika Britanija). Analiza degradiranosti izolovane RNK vršena je 
1,2% agaroznom nedenaturišućom elektroforezom. 
4.15.2. Prepis RNK u cDNK-reverzna transkripcija 
Reverzna transkripcija (RT reakcija) predstavlja proces u kom se jednolančana RNK 
prepisuje u komplementarnu DNK (engl. Complementary DNA, cDNA). Prepis je vršen uz 
pomoć kita za sintezu cDNK, prema uputstvu proizvođača: The RevertAidTM H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilnius, Litvanija).  
Prepis je rađen po sledećoj proceduri: 12,5 µl uzorka koji je sadržao 1200 ng RNK 
izolovane iz jetre pacova, inkubirano je sa 1 µl (0,2 µg/µl) heksamera (Random Hexamer 
Primer) i 0,5 µl (100 mM) dNTP Mix 5 minuta na 70 oC. Nakon toga, dodavano je 4 µl pufera 
(5 X Reaction Buffer for M- MuLV Reverse Transcriptase), 1 µl (200 U/µl) reverzne 
4.Materijal i metode 
Efekat grelina na regulaciju antioksidativnih enzima i inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri pacova 
42 
 
transkriptaze (Revert AidTM H Minus M- MuLV Reverse Transcriptase) i 1 µl (20 U/µl) 
inhibitora RNKaze (RiboLock-Ribonuclease inhibitor) po uzorku i inkubirano 15 minuta na 
25 °C, a zatim sat vremena na 42 °C. Reakcija je zaustavljana grejanjem na 70 °C, 10 minuta 
i dodatna 3 minuta na 95 °C. Dobijena cDNK korišćena je za kvantifikaciju ekspresije gena 
za iNOS.  
4.15.3. Kvantifikacija ekspresije iNOS gena  
Metodom kvantitativne lančane reakcije polimeraze (engl. Polymemse Chain Reaction, 
PCR) u realnom vremenu (engl. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) kvantifikovana je 
ekspresija gena za iNOS.  
qRT-PCR postala je standardna metoda koja se koristi za identifikaciju, amplifikaciju 
i kvantifikaciju ciljnih nukleinskih kiselina (Gibson sa sar., 1996). Ova metoda omogućila je 
dobijanje velikog broja kopija određenog fragmenta DNK, pri čemu se selektivno 
umnožavanje ciljanog segmenta molekula DNK prati u realnom vremenu (engl. Real Time), 
što je i jedna od osnovnih razlika u odnosu na klasičan PCR. U osnovi metode je ciklična 
replikacija molekula DNK. Takođe, qRT-PCR reakcija podrazumeva i ciklične promene 
temperature, odnosno naizmenično zagrevanje i hlađenje inkubacione smeše kao i prisustvo 
fluorofora koje omogućuju kvantifikaciju svake pojedinačne amplifikacije. Amplifikacija 
fragmenata se vrši uz pomoć para prajmera (sintetski jednolančani oligonukleotidi dužine 18-
20 nukleotida, koji prepoznaju granične regione sekvence od interesa u dvolančanoj DNK). 
Pored prajmera za proces PCR neophodan je i enzim DNK polimeraza. DNK polimeraza je 
odgovorna za sintezu komplementarnih lanaca nukleotida, koji se nastavljaju na prajmere. 
Nakon završenog ciklusa amplifikacije, isti prajmeri se mogu iskoristiti u novom ciklusu 
amplifikacije. S obzirom da je visoka temperatura uslov za razdvajanje dvolančane DNK, i 
sam enzim DNK polimeraza mora biti termostabilan i zato se u PCR metodi koristi DNK 
polimeraza (engl. Taq polymerase) koja je izolovana iz bakterije Thermus aquaticus. Ova 
polimeraza je aktivna i na temperaturi od 95 0C i zato nije potrebno da se dodaje u svakom 
ciklusu amplifikacije. qRT-PCR reakcija započinje denaturacijom DNK, zatim sledi 
hibridizacija prajmera. U trećoj fazi Taq DNK polimeraza, uz prisustvo slobodnih 
dezoksinukleozid-trifosfata (dNTP) i jona Mg2+ pravi kopije željene sekvence. Svaka faza 
procesa se odvija na različitoj temperaturi.  
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Ponavljanjem ciklusa zagrejanja i hlađenja uz aktivnost DNK polimeraze umnožava 
se ciljni fragment DNK, tako da se broj kopija eksponencijalno povećava i iznosi 2n , gde je 
n = broj ciklusa.  
Detekcija amplifikovanog produkta tokom qRT-PCR je moguća jer se u toku reakcije 
koriste fluorescentni molekuli koji daju informaciju o količini amplifikovane DNK. Količina 
amplifikovane DNK proporcionalna je povećanju intenziteta fluorescentnog signala koji 
detektuje sam PCR aparat tokom svakog ciklusa. Fluoroscentni molekuli mogu biti DNK-
vezujuće boje kao i prajmeri ili probe specifične sekvence koje su obeležene bojom. I oni su 
označeni kao reporteri. 
Tokom amplifikacija razlikujemo dve faze, eksponencijalnu fazu i ne-eksponencijalnu 
plato fazu. Tokom eksponencijalne faze, količina PCR produkta se eksponencijalno 
povećava u svakom ciklusu (Error! Reference source not found.). 
 
 
Slika 4-2. Amplifikaciona kriva PCR u realnom vremenu. Preuzeto i 
modifikovano sa sajta: Real-Time PCR - Applications Guide 
 
Tokom PCR reakcije nivo detektovane fluorescencije korespondira količini ciljnog 
produkta. Međutim, promena u reakcionoj smeši može izazvati fluktuaciju nivoa 
fluorescencije, što se detektuje kao šum (engl. background ili noise). Šum je prisutan tokom 
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početnih ciklusa PCR reakcije, obično tokom 3-15 ciklusa, i ima funkciju da se odredi nivo 
bazne linije fluorescencije. Bazna linija se određuje empirijski za svaku reakciju pojedinačno.  
Prag (engl. Threshold) je vrednost signala koja reflektuje statistički značajno povećanje 
koje je iznad pretpostavljene bazne linije signala. Uobičajeno je da prag određuje sam softver 
PCR instrumenta i njegove vrednosti su takve da je za tu vrednost moguće razlikovati signal 
amplifikacije od šuma. Vrednost praga je desetostruka standardna devijacija za fluorescenciju 
bazne linije. 
CT (engl. Threshold Cycle) je broj ciklusa nakon kojeg vrednosti fluorescentnog signala 
reakcije pređu prag. CT se koristi za izračunavanje inicijalnog broja kopija DNK, zato što su 
CT vrednosti inverzno proporcionalne polaznoj količini kopija sekvenci od interesa.  
Kako se ciklusi odvijaju reakcija se usporava, zbog trošenja komponenti reakcione 
smeše i proces ulazi u plato fazu (28-40 ciklusa). 
Nagib krive tokom log-linearne faze ukazuje na efikasnost amplifikacije (engl. 
Amplification Efficiency, Eff). Eff se računa po formuli: 
 
Eff = 10(-1/nagib) – 1 
 
Efikasnost PCR bi trebala da bude 90-100% (-3,6 > nagib > -3,1). 
 Za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije vrednosti se normalizuju na nivo 
ekspresije endogenih kontrola kao što je β-aktin. Interne/endogene kontrole pripadaju 
housekeeping genima i u odnosu na ukupnu RNK su konstantne i procentualno 
najzastupljenije. 
Reakcija qRT-PCR je izvođena u Mastercycler ep realplex2 real-time PCR sistemu 
(Eppendorf, Nemačka) u 96-komornim pločama (MicroAmp Optical, Applied Biosystems, 
SAD). Po komori, volumen od 20 µl reakcione smeše sadržao je, 10 µl uzorka razblaženog u 
odnosu 1:10, u dejonizovanoj vodi i 10 µl reakcione mešavine (miksa): 8 µl 2,5 x 
RealMasterMix (Hot Start PCR Buffer, 25 mM MgCl2, 25 mM dNTP miks; Fermentas, 
Vilnius, Litvanija) i 0,16 µl Taq DNA Polymerase (Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase; 
Fermentas, Vilnius, Litvanija), 1 µl Eva Green (Biotium, Inc., Hayward, CA, SAD), i 1 µl 
parova prajmera („forward“ i „reverse“) za iNOS (Metabion, Martinsried, Nemacka) ili za β-
aktin (Sigma Aldrich Corporation, SAD). Finalne koncentracije prajmera „forward“ (5'→3') 
i „reverse“ (3'→5') bile su respektivno: za iNOS 900 nM i 100 nM i za β-aktin 100 nM oba. 
Ploča je prelepljivana optičkim adhezivnim filmom (MicroAmp Optical, Applied Biosystems, 
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Carlsbad, SAD) i centrifugirana minut na 3000 g, a zatim smeštana u qRT-PCR aparat. 
Temperaturni profil reakcije u qRT-PCR aparatu bio je: 4 minuta na 95 °C, zatim 40 ciklusa 
u trajanju od po 15 sekundi na 95 °C i po minut na 62 °C. Zatim su podešavani uslovi za 
izvođenje krive topljenja PCR produkta, koja se radi u cilju određivanja specifičnosti i 
identiteta PCR produkta: 15 sekundi na 95 °C, 15 sekundi na 60°C, 20 minuta temperaturnog 
rasta (δ), te 15 sekundi na 95 °C. Esej je rađen u duplikatu. 
Prajmeri za amplifikaciju sekvence gena za iNOS i β-aktin prikazani su u Tabela 4-1 












Forward 5'-AGA AGT CCA GCC GCA CCA C-3' 
NM_012611 103 
Reverse 5'-TGG TTG CCT GGG AAA ATC C-3' 
β-aktin 
Forward 5' -CCC TGG CTC CT A GCA CCA -3 
NM_031144 76 
Reverse 5' -GAG CCA CCA ATC CAC ACA GA-3 
  
Tabela 4-1. Prajmeri za amplifikaciju sekvence gena za iNOS i β-aktin 
 
Na kraju svake reakcije amplifikacije beležena fluorescenca je korišćena za 
izračunavanje relativne ekspresije gena pomoću softvera koji koristi sam aparat. Rn je nivo 
fluorescencije koji proizilazi iz odnosa nivoa fluoroscencije koju emituje reporter i 
fluorescencije koju emituje pasivna boja. ΔRn je vrednost Rn umanjena za vrednost bazne 
linije. Odnos između ΔRn i broja ciklusa daju krivu amplifikacije i vrednosti za CT. 
Relativnom kvantifikacijom izabrani kontrolni uzorak se koristi kao kalibrator. Odnos 
normalizovane vrednosti ciljne sekvence i vrednosti normalizovanog kalibratora daju 
vrednosti za relativnu ekspresiju gena (Pfaffl, 2001). 
Komparativnom CT metodom (ΔΔCT) određuje se relativna kvantifikacija ekspresije 
ciljnog gena u odnosu na ekspresiju referentne kontrole. Kao kalibrator izabran je jedan 
uzorak iz kontrolne grupe koji je bio najpribližniji srednjoj vrednosti svih uzoraka kontrolne 
grupe. Nivo ekspresije analiziranih gena normalizovan je u odnosu na nivo ekspresije gena 
za β-aktin kao referentnog gena, detektovanog u identičnom uzorku. 
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Konačan rezultat, relativna ekspresija ciljnih iRNK za iNOS, izražavan je u relativnim 
jedinicama kao N-puta razlika u odnosu na kalibrator (a normalizovan prema referentnom 




gde je: ΔΔCT = ΔCT uzorka - ΔCT kalibratora 
ΔCT uzorka = CT ciljanog transkripta - CT β-aktina 
ΔCT kalibratora = CT ciljanog transkripta - CT β-aktina 
 
 
4.16. Statistička obrada rezultata 
Dobijeni rezultati su izražavani kao aritmetička srednja vrednost ± standardna greška 
(SEM). Značajnost nađenih razlika ispitivanih parametara između eksperimentalnih i 
kontrolnih grupa određivana je pomoću Student-ovog t-testa primenom Excel PC programa 
ili primenom jednodimenzionalne analize varijanse (engl. “one way ANOVA”). Verovatnoća 
p manja od 0,05 smatrana je statistički značajnom razlikom.
5.Rezultati 




5.17. Efekti grelina na masu tela i masu jetre kao i 
razvoj rezistencije na insulin kod normalno 
hranjenih pacova 
5.17.1. Efekat grelina na masu tela i masu jetre normalno hranjenih  
pacova 
U svrhu ispitivanja uticaja grelina na promenu telesne mase životinja sve životinje su 
merene pre početka tretmana grelinom i pred žrtvovanje. Jetre su merene nakon žrtvovanja 
i podaci dobijeni ovim merenjima, prikazani su u Tabela 5-1. Vrednosti su pokazale da 
primena grelina ne dovodi do statistički značajne promene telesne mase kao i mase izolovane 
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Eksperimentalne grupe Inicijalna masa 
tela ± SEM [g] 
Finalna masa 
tela ± SEM [g] 
Masa jetre 
± SEM [g] 
KONTROLA 234±8 235±11 9,49±0,72 
GRELIN 215±8 226±8 8,85±0,47 
 
Tabela 5-1. Telesne mase i mase izolovanih jetri kontrolnih, normalno 
hranjenih (KONT) i grelinom tretiranih (G) životinja; Inicijalna masa - masa tela na 
početku tretmana i finalna masa - masa tela neposredno pre žrtvovanja. Mase tela i 
mase izolovanih jetri izražene su u g i predstavljene su kao aritmetička srednja 
vrednost ± SEM; (n=6). 
5.17.2. Efekat grelina na koncentraciju glukoze i insulina u serumu 
normalno hranjenih pacova 
Vrednosti dobijene merenjem koncentracija glukoze i insulina u serumu normalno 
hranjenih kontrolnih (KONT) i životinja tretiranih grelinom (G) prikazane su na Slici 5-1. 
Izmerene koncentracije glukoze( Slika 5-1.A), pokazuju da nije došlo da statistički značajne 
promene kada se uporede dobijene vrednosti između KONT i G grupe (KONT =8,32±0,20 
mmol/l; G=8,56±0,06 mmol/l). U poređenju sa kontrolnom grupom, koncentracija insulina 
u cirkulaciji je povećana kod pacova tretiranih grelinom. Koncentracije izmerenog insulina u 
serumu grelinom tretiranih životinja, veće su za 101% (KONT=95,9±6,6 mlU/l; 
G=193,3±17,7 mlU/l; p<0,01 ), Slika 5-1.B. 
  
5.Rezultati 








Slika 5-1. Efekti grelina na koncentraciju glukoze (A) i insulina (B). Vrednosti 
dobijene za koncentraciju glukoze izraženi su u mmol/l, a koncentraciju insulina u 
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5.17.3. Efekti grelina na HOMA-IR i HOMA-β indekse kod 
normalno hranjenih pacova 
Kako bi se ispitao efekat grelina na pojavu IR i njegov uticaj na stepen 
funkcionalnosti β ćelija pankreasa, za svaku grupu životinja računate su vrednosti indeksa 
HOMA-IR i HOMA-β. Vrednosti prikazane na Slici 5-2. izračunavane su prema utvrđenim 
formulama za ove parametre date u poglavlju Materijal i metode. Na Slici 5-2. A prikazane 
su vrednosti HOMA-IR indeksa i može se uočiti statistički značajno povećanje u iznosu od 
107% kod grelinom tretiranih pacova (HOMA-IR: KONT=33,42±2,20; G=69,15±6,85; 
p<0,05). Isti trend statistički značajnog povećanja je zapažen i kada se analiziraju dobijene 
vrednosti za HOMA-β indeksa (HOMA-β: KONT=375±16; G=711±71; p<0,05). 
Povećanje vrednosti HOMA-β indeksa od 89% kod životinja tretiranih grelinom u poređenju 












Slika 5-2. Efekti grelina na indeks rezistencije na insulin - HOMA-IR (A) i 
indeks sekrecije insulina - HOMA-β (B). Rezultati su predstavljeni kao aritmetička 
srednja vrednost ± SEM (n=4); *p<0,05.  
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5.17.4. Efekat grelina na koncentraciju SMK u serumu normalno 
hranjenih pacova 
Koncentracija SMK merena je u serumu kontrolnih normalno hranjenih i grelinom 
tretiranih životinja. Grelin dovodi do značajnog smanjenja (p<0,01) koncentracije SMK u 
cirkulaciji u iznosu od 36% u poređenju sa vrednostima dobijenim za nivo SMK u serumu 
kontrolnih životinja (KONT=0,77±0,05 mmol/l; G=0,49±0,01 mmol/l) Slika 5-3. 
 
 
Slika 5-3. Koncentracija SMK u serumu kontrolnih, normalno hranjenih 
pacova (KONT) i pacova tretiranih grelinom (G). Rezultati su predstavljeni kao 
aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=3); **p<0,01. 
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5.18. Efekat grelina na nivo proteina enzima 
antioksidativne zaštite u jetri normalno hranjenih 
pacova 
U cilju ispitivanja antioksidativnih svojstava grelina, Western blot metodom u jetri 
analiziran je uticaj grelina na nivo ekspresije najbitnijih enzima antioksidativne zaštite kao što 
su: SOD, katalaza, GPx i GR u lizatu jetre, kao i aktivnost SOD i CAT.  
Tretman grelina u trajanju od pet dana u jetri je doveo do signifikatnog povećanja 
nivoa svih ispitivanih enzima antioksidativne zaštite: 
 Cu/Zn-SOD proteina za 249% (KONT=1±0; G=3,49± 0,08), Slika 5-4. 
 Mn-SOD proteina za 145% (KONT=1±0; G=2,45±0,14), Slika 5-5. 
 CAT proteina za 190% (KONT=1±0; G=2,9±0,11), Slika 5-6. 
 GPx proteina za 165% (KONT=1± 0; G=2,65± 0,15), Slika 5-7. 






Slika 5-4. Uticaj grelina na nivo Cu/Zn-SOD proteina. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo Cu/Zn-SOD proteina (B). 
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Slika 5-5 Uticaj grelina na nivo Mn-SOD proteina. Reprezentativni Western 
blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo Mn-SOD proteina (B). predstavljeni su kao 










Slika 5-6. Uticaj grelina na nivo CAT proteina. Reprezentativni Western blot 
(A) i kvantifikovani rezultati za nivo CAT proteina (B). predstavljeni su kao 
aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4); ***p<0,001. 
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Slika 5-7. Uticaj grelina na nivo GPx proteina. Reprezentativni Western blot 
(A) i kvantifikovani rezultati za nivo GPx proteina (B). predstavljeni su kao 










Slika 5-8. Uticaj grelina na nivo GR proteina. Reprezentativni Western blot (A) 
i kvantifikovani rezultati za stepen sinteze GR (B); predstavljeni su kao aritmetička 
srednja vrednost ± SEM (n=3); **p<0,01. 
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Na osnovu izmerenih vrednosti aktivnosti enzima SOD, pokazano je da grelin 
signifikantno povećava aktivnost SOD enzima za 34% (KONT=1±0; G=1,34±0,13; 
p<0,05), Slika 5-9. Takođe, grelin dovodi do malog ali statistički značajnog povećanja 
aktivnosti CAT za 10% (KONT=1,73±0,04 U/mg protein; G=1,9±0,03 U/mg protein; 
p<0,01) u poređenju sa izmerenim vrednostima aktivnosti enzima u grupi kontrolnih 
životinja. Slika 5-10. 
 
 
Slika 5-9. Uticaj grelina na aktivnost enzima SOD. Rezultati dobijeni za 





Slika 5-10. Uticaj grelina na aktivnost enzima CAT. Rezultati dobijeni za 
aktivnost CAT izraženi su u U/mg proteina i predstavljeni su kao aritmetičku srednju 
vrednost ± SEM (n=4-6), **p<0,01. 
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5.19. Efekat grelina na regulaciju ekspresije i 
aktivnost iNOS u jetri normalno hranjenih pacova 
5.19.1. Efekat grelina na aktivnost enzima arginaze u jetri normalno 
hranjenih pacova 
Imajući u vidu da je enzim arginaza u kompeticiji sa enzimom iNOS za isti supstrat, 
odnosno L-arginin, izučavali smo efekat grelina na aktivnost enzima arginaze. Sa Slika 5-11. 
može se uočiti da ne dolazi do statistički značajnih promena u nivou aktivnosti arginaze pod 
delovanjem grelina u poređenju sa aktivnošću enzima arginaze izmerene u jetri kontrolnih, 




Slika 5-11. Uticaj tretmana grelinom na aktivnost enzima arginaze u lizatu 
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5.19.2. Efekat grelina na aktivnost iNOS u jetri normalno hranjenih 
pacova 
Na Slici 5-12. su prikazane vrednosti izmerene koncentracije NO u serumu obe 
ispitivane grupe životinja. U poređenju sa koncentracijom NO u serumu kontrolnih životinja, 
kod životinja tretiranih grelinom uočena je za 45% veća koncentraciji NO (KONT=18,2±0,8 




Slika 5-12. Uticaj grelina na koncentraciju NO u serumu normalno hranjenih 
pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM (n=9-10) i izraženi su 
u μmol/l; *** p<0,001. 
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5.19.3. Efekat grelina na ekspresiju iNOS u jetri normalno hranjenih 
pacova 
Na Slici 5-13. prikazani su rezultati efekta grelina na nivo iNOS proteina u lizatu 
jetre normalno hranjenih pacova. Dobijeni rezultati pokazuju da injecirani grelin dovodi do 








Slika 5-13. Uticaj grelina na nivo iNOS proteina u lizatu jetre normalno 
hranjenih pacova; Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo 
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Rezultati dobijeni merenjem količne iRNK za iNOS, primenom qRT-PCR metode, 
pokazuju da je u grupi životinja tretiranih grelinom, došlo do statistički značajnog smanjenja 
(p<0,001) ekspresije gena za iNOS za 64% u poređenju sa kontrolnom grupom 




Slika 5-14. Uticaj grelina na relativnu ekspresiju gena za iNOS u lizatu jetre 
normalno hranjenih pacova; Rezultati za relativnu ekspresiju gena za iNOS, su 
dobijeni primenom qRT-PCR metode, izraženi preko relativne količine iRNK 
izražene u arbitrarnim jedinicama - A.U. (engl. arbitrary unit, A.U.) i predstavljaju 
aritmetičku srednju vrednost ± SEM (n=3-5); *** p<0,001. 
5.20. Efekti grelina na nivo transkripcionog faktora 
NFκB u jetri normalno hranjenih pacova 
Poznato je da je u ekspresiji iNOS uključena i aktivacija transkripcionog faktora 
NFκB (Xu sa sar., 1999; Fattman sa sar., 2003; Hoffmann sa sar., 2006). Stoga je u daljem 
radu Western blot metodom analiziran nivo proteina za p65 i p50, kao najzastupljenijih 
subjedinica heterodimernog kompleksa NFκB, u jetri kontrolnih i grelinom tretiranih pacova. 
Na Slici 5-15. prikazan je efekat injeciranog grelina na nivo subjedinica p65 i p50. 
Kako se na slici može videti dolazi do smanjenja nivoa p65 subjedinice NFκB, za 30% u 
poređenju sa kontrolnom grupom (KONT=1±0; G=0,7± 0,009; p<0,001). Takođe je 
uočeno i smanjenje nivoa p50 subjedinice NF-κB za 40% u odnosu na kontrolu 
(KONT=1±0; G=0,6± 0,13; p<0,05) što je prikazano na Slici 5-16. 
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Slika 5-15. Uticaj grelina na nivo p65 subjedinice transkripcionog faktora 
NFκB u lizatu jetre normalno hranjenih pacova; Reprezentativni Western blot (A) i 
kvantifikovani rezultati za nivo p65 subjedinice NFκB (B), predstavljeni su kao 
aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=3); ***p<0,001.  
 





Slika 5-16. Uticaj grelina na nivo p50 subjedinice transkripcionog faktora 
NFκB u lizatu jetre normalno hranjenih pacova. Reprezentativni Western blot (A) i 
kvantifikovani rezultati nivoa p50 subjedinice NFκB (B), i predstavljeni su kao 
aritmetička srednju vrednost ± SEM (n=4); *p<0,05. 
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5.21. Efekat grelina na aktivaciju ERK1/2 i Akt u jetri 
normalno hranjenih pacova 
Na Slici 5-17. prikazan je efekat grelina na nivo fosforilacije ERK1 (p44) i ERK2 
(p42) kinaze na aminokiselinama Thr202/Tyr204, koja je neophodna za potpunu aktivaciju 
enzima. Dobijeni rezultati pokazuju da tretman grelinom je doveo do statistički značajne 










Slika 5-17. Uticaj grelina na fosforilaciju ERK1/2 enzima. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za fosforilaciju ERK1/2 proteina (B), 
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Rezultati izučavanja efekata grelina na fosforilaciju Akt kinaze prikazani su na Slici 
5-18. Dobijeni rezultati pokazuju da je tretman grelinom doveo do malog ali statistički 
značajnog povećanja u fosforilaciji Akt na aminokiselini Ser473, u poređenju sa kontrolnim 








Slika 5-18. Uticaj grelina na aktivaciju Akt na aminokiselini Ser473. 
Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za fosofrilaciju Akt na 
Ser473 (B), izraženi kao povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku 
srednju vrednost ± SEM (n=6); **p<0,01. 
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5.22. Efekti grelina na masu tela i jetre kao i razvoj 
rezistencije na insulin kod gojaznih pacova 
Prethodno prikazani rezultati ukazali su da grelin svojim delovanjem dovodi do 
značajnih promena u ekspresiji i aktivnosti enzima antioksidativne zaštite i iNOS u jetri 
normalno hranjenih pacova. Obzirom da je pokazano da je stanje gojaznosti praćeno 
povišenim OxS, sledeći korak u našim istraživanjima je imao za cilj da se ispitaju efekti grelina 
kod pacova hranjenih hranom bogatom mastima.  
5.22.1. Efekti ishrane bogate mastima i grelina na masu tela i jetre 
pacova 
U cilju utvrđivanja uticaja grelina i ishrane bogate mastima na promenu telesne mase, 
životinje su merene pre početka tretmana grelinom (inicijalna), kao i pred samo žrtvovanje 
(finalna). Dobijeni podaci su sumirani u Tabela 5-2. Povećanje telesne mase za 36% 
(**p<0,01) zabeleženo je kod životinja koje su bile na ishrani bogatoj mastima u odnosu na 
kontrolne životinje. Vrednosti dobijene merenjem telesne mase, pokazale su da grelin 
injeciran gojaznim životinjama, ne dovodi do povećanja u telesnoj masi u odnosu na ne- 
tretirane gojazne životinje. Tretman grelinom takođe nije doveo do povećanja mase 
ispitivanog organa ni u jednoj od tretiranih grupa. 
 
 
Tabela 5-2. Telesne mase kontrolnih (KONT), gojaznih (HF) i grelinom 
tretiranih gojaznih životinja i mase izolovanih jetri. Inicijalna masa- masa na početku 
tretmana; finalna masa- masa neposredno pre žrtvovanja; Rezultati za masu tela i 
Eksperimentalne Grupe 
Inicijalna masa 
tela ± SEM [g] 
Finalna masa 
tela ± SEM 
[g] 
Masa jetre  
± SEM [g] 
KONT 234±8 235±11 9,49±0,72 
HF 319±7** 318±8 10,9±0,66 
HFG 341±5 340±3 12,55±0,42 
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jetre izraženi su u g i predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM. **p<0,01 
HF vs HFG. 
5.22.2. Koncentracija glukoze i insulina u serumu ne-tretiranih 
gojaznih pacova i gojaznih pacova tretiranih grelinom  
Na osnovu dobijenih podataka o koncentraciji glukoze u serumu pacova na ishrani 
bogatj mastima, zapaženo je da grelin dovodi do signifikantnog smanjenja koncentracije 
glukoze u poređenju sa izmerenim vrednostima kod kontrolnih životinja (KONT=8,32±0,20 
mmol/l; HFG=7,556 ±0,25 mmol/l; p<0,05), dok kod gojaznih ne-tretiranih životinja 
promene u koncentraciji glukoze nisu statistički značajne (KONT=8,32±0,20 mlU/l; 
HF=8,00±0,26 mlU/l) Slika 5-19.A. Izmerene vrednosti koncentracija insulina u serumu 
pacova ukazuju da primena hrane obogaćene mastima i tretman grelinom dovodi do 
statistički značajnih promena ovog parametra. Kod HF životinja zabeleženo je povećanje 
koncentracije insulina za 73% u odnosu na kontrolnu grupu (KONT=96±7 mlU/l; 
HF=167±15 mlU/l; p<0,01). Grelin kod gojaznih životinja, dovodi do signifikantnog 
povećanja koncentracije insulina za 269% u poređenju sa kontrolnm grupom (KONT=96±7 
mlU/l; HFG=354±11 mlU/l; p<0,001) i za 117% u poređenju sa HF grupom ne-tretiranih 












Slika 5-19. Koncentracija glukoze (A) i nivo insulina (B) kod gojaznih pacova 
tretiranih grelinom. Rezultati su predstavljeni kao aritmetička srednja vrednost ± 
SEM (n=4-5) i izraženi su u mIU/l. *p<0,05; **p<0,01 - KONT vs HF ; §§§p<0,001 - 
HF vs HFG. 
 
5.22.3. Indeksi HOMA-IR i HOMA-β kod gojaznih ne-tretiranih 
pacova i gojaznih pacova tretiranih grelinom 
Kako bi se potvrdio uticaj grelina na pojavu IR i uticaj na stepen funkcionalnosti β 
ćelija pankreasa, za svaku eksperimentalnu grupu životinja računate su vrednosti indeksa 
HOMA-IR i HOMA-β. Ishrana bogata mastima i tretman grelinom, i pojedinačno i u 
kombinaciji, uticali su na pojavu IR i disfunkciju β ćelija pankreasa. Na Slici 5-20. prikazane 
su vrednosti za oba parametra i značajnosti tih promena nakon njihovog poređenja među 
grupama. Tako su kod HF životinja vrednosti HOMA-IR signifikatno uvećane u odnosu na 
vrednosti kod kontrolnih životinja za 81% (KONT=33±2; HF=59,67±6,85; p<0,05), a kod 
HFG životinja vrednosti HOMA-IR su signifikantno veće za 266% u odnosu na kontrolne, 
normalno uhranjene životinja (KONT=33±2; HFG=120,82±4,8; p<0,001) i za 102% u 
poređenju sa HF životinjama (HF=59,67±6,85; HFG=120,82±4,8; p<0,001). 
Isti trend promena je prisutan i kada su analizirane izračunate vrednosti za indeks 
HOMA-β. Signifikantno povećanje u iznosu od 97% dobijeno je poređenjem vrednosti 
HOMA-β indeksa između gojaznih i kontrolnih životinja (KONT=375±16; HF=738 ±50; 
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p<0,001). Kod gojaznih, grelinom tretiranih životinja povećanje vrednosti HOMA-β indeksa 
je bilo za 357% u odnosu na vrednosti istog parametra kod normalno hranjenih kontrola 
(KONT=375±16; HFG=1712±120; p<0,001) i za 132% u poređenju sa HF životinjama 








Slika 5-20. Uticaj gojaznosti kao i injeciranog grelina gojaznim životinjama 
na indekse rezistencije na insulin - HOMA-IR (A) i sekrecije insulina - HOMA-β (B). 
Rezultati su predstavljeni kao aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=4-5). **p<0,01; 
***p<0,001 - KONT vs HF, KONT vs HFG; §§§p<0,001 - HF vs HFG. 
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5.22.4. Efekat grelina na koncentraciju SMK u serumu gojaznih ne-
tretiranih pacova i gojaznih pacova tretiranih grelinom 
Poređenjem vrednosti dobijenih merenjem koncentracije SMK, pokazano je 
značajno smanjenje koncentracije SMK, za 31% kod HF životinja u odnosu na kontrolu 
grupu (KONT=0,77±0,05 mmol/l; HF=0,53±0,01 mmol/l; p<0,001). Smanjenje u iznosu 
od 29% kod HFG životinja u poređenju sa kontrolnim životinjama (KONT=0,77±0,05 
mmol/l; HFG=0,55±0,02 mmol/l; p<0,001). Koncentracije SMK kod gojaznih i grelinom 
tretiranih gojaznih životinja ne pokazuju statistički značajne promene (HF=0,53±0,01 




Slika 5-21. Koncentracija SMK u serumu gojaznih pacova i gojaznih pacova 
tretiranih grelinom. Rezultati su predstavljeni kao aritmetička srednja vrednost ± 
SEM (n=4) i izraženi su u mmol/l. **p<0,01 - KONT vs HF, KONT vs HFG. 
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5.23. Nivo proteina enzima antioksidativne zaštite 
kod gojaznih ne-tretiranih pacova i gojaznih pacova 
tretiranih grelinom 
U cilju ispitivanja uticaja ishrane bogate mastima i antioksidativiha svojstava grelina 
u stanjima gojaznosti, Western blot metodom analiziran je nivo proteina enzima 
antioksidativne zaštite: SOD, CAT, GPx i GR u lizatu jetre,  gojaznih životinja ne-tretiranih 
i tretiranih grelinom. 
Tretman gojaznih životinja grelinom, u trajanju od pet dana, doveo je do signifikatnih 
promena nivoa svih ispitivanih enzima.  
 Cu/Zn-SOD proteina za 166% (KONT=1±0; HFG=2,66±0,17; p<0,001), 
Slika 5-22. 
 Mn-SOD proteina za 13% (KONT=1±0; HF=0,87±0,03; p<0,01), za 47% 
(KONT=1±0; HFG=1,47± 0,15; p<0,05), za 69% (HF=0,87±0,03; 
HFG=1,47± 0,15; p<0,01). Slika 5-23. 
 CAT proteina za 170% (KONT=1±0; HFG=2,7±0,35; p<0,05), za 100% 
(HF=1,35±0,24; HFG=2,7± 0,35; p<0,05) Slika 24. 
 GPx proteina za 48% (KONT=1±0; HFG=1,48± 0,15; p<0,05), za 78% 
(HF=0,83± 0,009; HFG=1,48± 0,15; p<0,05), za 27% (KONT=1±0; 
HF=0,83±0,009; p<0,001) Slika 5-25. 
 Grelin i ishrana bogata mastima nisu dovele do signifikantnih promena kada je 
analiziran nivo GR proteina (KONT=1±0; HF=1,03±0,21), (KONT=1±0; 
HFG=1,17±0,2.); (HF=1,03± 0,21; HFG=1,17± 0,2), Slika 5-26. 
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Slika 5-22. Uticaj grelina i ishrane bogate mastima na nivo Cu/Zn-SOD 
proteina. Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo Cu/Zn-
SOD enzima (B) izraženi su kao povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju 














Slika 5-23. Uticaj grelina i ishrane bogate mastima na nivo Mn-SOD proteina. 
Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za stepen sinteze Mn-SOD 
(B) izraženi su kao povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku srednju 
vrednost ± SEM (n=3); *p<0,05 - KONT vs HFG, **p<0,01- KONT vs HF; 
§
p<0,05 
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Slika 5-24. Uticaj grelina i HF dijete na nivo CAT proteina. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo CAT proteina (B) izraženi su kao 
povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM 








Slika 5-25. Uticaj grelina i HF dijete na nivo GPx proteina. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za stepen sinteze GPx (B) izraženi su kao 
promena u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM 













Slika 5-26. Uticaj grelina i HF dijete na nivo proteina GR. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo proteina GR (B) izraženi su kao 
povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM 
(n=3-4). 
 
Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 5-27 uočava se signifikantno povećanje 
ukupne aktivnosti SOD za 69% u grupi gojaznih životinja tretiranih grelinom (KONT=1±0; 
HFG=1,69± 0,27; p<0,01) u odnosu na kontrolne životinje. Kod životinja na ishrani bogatoj 
mastima nije zabeležena značajna promena u aktivnosti SOD (KONT=1±0; HF=1,65± 
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Slika 5-27. Uticaj grelina i HF dijete na aktivnost enzima SOD. Rezultati 
dobijeni za aktivnost SOD izraženi su u U/mg proteina i predstavljaju aritmetičku 
srednju vrednost ± SEM (n=6); **p<0,01 - KONT vs HFG. 
 
Vrednosti izmerene za aktivnost CAT u jetri ne pokazuju značajne promene ni u 
jednoj od grupa životinja (KONT=1,73±0,04 U/mg proteina; HF=1,82±0,04 U/mg 
proteina), (KONT=1,73±0,04 U/mg proteina; HFG=1,85±0,05 U/mg proteina); 




Slika 5-28. Uticaj grelina i HF dijete na aktivnost enzima CAT. Rezultati 
dobijeni za aktivnost CAT izraženi su u U/mg proteina i predstavljaju aritmetičku 
srednju vrednost ± SEM (n=4-6). 
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5.24. Regulacija aktivnosti i ekspresije iNOS u jetri 
gojaznih ne-tretiranih pacova i gojaznih pacova 
tretiranih grelinom 
5.24.1. Aktivnost enzima arginaze u jetri ne-tretiranih gojaznih 
pacova i tretiranih grelinom 
Rezultati prikazani na Slika 5-29. jasno ukazuju da nisu zapažene značajne promene 
u nivou aktivnosti enzima arginaze životinja na HF dijeti u poređenju sa kontrolnim 
životinjama (KONT=1±0; HF=1,2±0,19). Takođe, u poređenju sa kontrolnom grupom, nije 
zapažena statistički značajna promena u aktivnosti arginaze kod gojaznih životinja tretiranih 




Slika 5-29. Uticaj tretmana grelinom i ishrane bogate mastima na aktivnost 
enzima arginaze u homogenatu jetre pacova. Rezultati su predstavljeni kao 
aritmetička srednja vrednost ± SEM (n=5). 
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5.24.2. Nivo ukupnog NO kod gojaznih ne-tretiranih pacova i 
gojaznih pacova tretiranih grelinom 
Na Slici 5-30. su prikazane vrednosti izmerene koncentracije NO u serumu ne-
tretiranih gojaznih pacova kao i gojaznih pacova tretiranih grelinom. Kod gojaznih životinja 
uočava se statistički značajno smanjenje koncentracije NO u iznosu od 39% 
(KONT=18,2±0,8 μmol/l; HF=11,02±1,02 μmol/l; p<0,001) u poređenju sa vrednostima 
koncentracije NO u kontrolnoj grupi. Grelin injeciran gojaznim životinjama dovodi do 
statistički značajnog povećanja koncentracije NO u iznosu od 176% (HF=11,02±1,02 
μmol//l; HFG=30,45±2,36 μmol//l; p<0,001) u poređenju sa HF životinjama i povećanja 
u iznosu od 67% u odnosu na kontrolnu grupu životinja (KONT=18,2±0,8 μmol//l; 




Slika 5-30. Uticaj grelina ishrane bogate mastima na koncentracije NO u 
serumu pacova. Rezultati su predstavljeni kao aritmetička srednja vrednost ± SEM 
(n=5-9) i izraženi su u μmol/l. ***p<0,001 - KONT vs HF, **p<0,01 - KONT vs 
HFG; §§§p<0,001 - HF vs HFG.  
 
Na Slici 5-31. prikazani su rezultati efekta grelina kao i HF dijete na nivo proteina 
iNOS u odnosu na nivo iNOS proteina u jetri pacova. Dobijeni rezultati ukazuju da 
injeciranje grelina gojaznim životinjama dovodi do smanjenja nivoa iNOS proteina u iznosu 
od 15% u poređenju sa kontrolnom grupom (KONT=1±0; HFG=0,85± 0,04; p<0,01). 
Značajne promene u nivou iNOS proteina nisu zabeležene kod HF životinja u poređenju sa 
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kontrolnom grupom (KONT=1±0; HF=0,98± 0,11) kao ni u poređenju HF sa HFG 








Slika 5-31. Uticaj grelina i ishrane bogate mastima na nivo inducibilne azot-
monoksid-sintaze (iNOS). Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati 
za nivo proteina iNOS (B), izraženi su kao smanjenje u odnosu na KONT i 
predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM (n=3-4); ***p<0,001 - KONT vs 
HF. 
 
Merenjem relativne količine iRNK u prikazanih na Slici 5-32. ukazuju da ishrana 
bogata mastima dovodi do statistički značajnog smanjenja ekspresije gena za iNOS za 77% 
u poređenju sa nivoom ekspresije iNOS u kontrolnoj grupi (KONT=1,45± 0,072 A.U.; 
HF=0,34± 0,036 A.U.; p<0,001). Injeciranje grelina gojaznim životinjama dovodi do 
statistički značajnog smanjenja ekspresije gena za iNOS u iznosu od 61% u poređenju sa 
kontrolnom grupom (KONT=1,45± 0,072 A.U.; HFG=0,56± 0,08 A.U.; p<0,001). 
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Promene u ekspresiji gena za iNOS u grupi gojaznih životinja tretiranih grelinom nisu 
statistički značajna u poređenju sa grupom gojaznih životinja (HF=0,34± 0,036 A.U.; 




Slika 5-32. Uticaj grelina i Ishrane bogate mastima na relativnu ekspresiju 
gena za iNOS u lizatu jetre pacova. Rezultati za relativnu ekspresiju gena za iNOS, 
dobijeni primenom qRT-PCR metode izraženi su preko relativne količine iRNK, i 
predstavljaju aritmetičku srednju vrednost A.U ± SEM (n=3-4); ***p<0,001 - KONT 
vs HF, KONT vs HFG. 
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5.25. Nivo transkripcionog faktora NF-κB u jetri 
pacova kod gojaznih ne-tretiranih pacova i gojaznih 
pacova tretiranih grelinom 
Na Slici 5-33. prikazan je nivo proteina p65 subjedinice transkripcionog faktora 
NFκB. Dobijeni rezultati pokazuju da ishrana bogata mastima dovodi do statistički značajnog 
smanjenja nivoa p65 subjedinice NFκB za 61% u poređenju sa kontrolnom grupom 
(KONT=1±0; HF=0,39± 0,02; p<0,001). Tretman grelinom kod gojaznih pacova takođe 
smanjuje ekspresiju subjedinice p65 za 61% u odnosu na kontrolnu grupu (KONT=1±0; 
HFG=0,45±0,09; p<0,01).  
Merenjem nivoa proteina p50 subjedinice transkripcionog faktora NFκB, utvrđene 
statistički značajne promene kod HF i HFG pacova, u nivou subjedinice p50, kod obe grupe 







Slika 5-33. Uticaj grelina i ishrane bogate mastima na nivo proteina 
subjedinice p65 transkripcionog faktora NFκB, u lizatu jetre pacova. Reprezentativni 
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Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo ekspresije proteina subjedinice p65 
NFκB (B) i izraženi su kao smanjenje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku 










Slika 5-34. Uticaj grelina i ishrane bogate mastima na nivo proteina 
subjedinice p50 transkripcionog faktora NFκB, u lizatu jetre pacova. Reprezentativni 
Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo proteina subjedinice p50 NFκB (B) 
izraženi su kao smanjenje u odnosu na KONT i predstavljaju aritmetičku srednju 
vrednost ± SEM (n=3-4). 
 
5.Rezultati 
Efekat grelina na regulaciju antioksidativnih enzima i inducibilne azot-monoksid-sintaze u jetri pacova 
81 
 
5.26. Nivo ERK1/2 i Akt kinaza u jetri pacova kod 
gojaznih ne-tretiranih pacova i gojaznih pacova 
tretiranih grelinom 
Na Slici 5-35. prikazani su rezultati dobijeni merenjem nivoa fosforilacije ERK1 
(p44) i ERK2 (p42) kinaze na aminokiselinama Thr202/Tyr204, neophodne za punu 
aktivaciju ove kinaze. Dobijeni rezultati pokazuju da ishrana bogata mastima i tretman 
grelinom dovode do statistički značajne promene u fosforilaciji ERK1/2. Kod HF životinja 
fosforilacija Tyr je iznosila 50 % u odnosu na kontrolnu grupu (KONT=1±0; HF=0,5± 
0,67; p<0,001), dok je kod gojaznih životinja tretman grelinom smanjio fosforilaciju za 33% 
u odnosu na kontrolnu grupu (KONT=1±0; HFG=0,67±0,03; p<0,001). Nivoa fosforilacije 






Slika 5-35 . Uticaj grelina i Ishrane bogate mastima na nivo fosforilacije ERK 
1/2 u lizatu jetre pacova. Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati 
za nivo fosforilacije ERK 1/2 (B) izraženi su kao povećanje u odnosu na KONT i 
predstavljaju aritmetičku srednju vrednost ± SEM (n=3); ***p<0,001 – KONT vs HF; 
KONT vs HFG. 
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Vrednosti dobijene analizom nivoa fosforilacije Akt, Ser/Thr protein kinaze, 
prikazani su na Slici 5-36. Dobijeni rezultati pokazuju da kod životinja na režimu ishrane 
bogate mastima nije zabeležena statistički značajna promena u fosforilaciji Akt na Ser473 u 
poređenju sa kontrolnim životinjama (KONT=1±0; HF=1,05±0,02). Tretman grelinom 
gojaznih pacova grelinom dovodi do signifikantnog smanjenja u fosforilaciji Akt na Ser473 
kako u odnosu na kontrolu za 12% (KONT=1±0; HFG=0,88± 0,04; p<0,01), tako i u 






Slika 5-36. Uticaj grelina i Ishrane bogate mastima na nivo fosforilacije Akt u 
lizatu jetre pacova; Reprezentativni Western blot (A) i kvantifikovani rezultati za nivo 
fosforilacije Akt (B), izraženi su kao povećanje u odnosu na KONT i predstavljaju 
aritmetičku srednju vrednost ± SEM (n=3-4); **p<0,01 – KONT vs HFG; §§p<0,01 - 
HF vs HFG.   
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Ova doktorska disertacija zasnovana je na hipotezi da ICV injeciran grelin u jetri 
kako normalno hranjenih tako i gojaznih pacova, reguliše aktivnost i ekspresiju enzima 
antioksidativne zaštite i iNOS. Takođe, postavljena je i dodatna hipoteza, da su transkripcioni 
faktor NFκB kao i kinaze ERK 1/2 i Akt uključeni u regulaciju enzima antioksidativne zaštite 
i iNOS, u jetri normalno hranjenih pacova kao i u obe grupe gojaznih pacova, ne tretiranih i 
tretiranih grelinom.  
Jetra je izabrana kao ciljni organ izučavanja efekata ICV injeciranog grelina na 
ekspresiju i aktivnost enzima antioksidativne zaštite i iNOS jer ona ima centralnu ulogu u 
metabolizmu i ujedno je glavni organ za detoksikaciju i eliminaciju štetnih supstanci iz 
organizma sa najvećim antioksidativnim kapacitetom u telu (Postic sa sar., 2004; Dufour sa 
sar., 2010). Efikasno funkcionisanje antioksidativnog sistema odbrane u jetri je od ključne 
važnosti za održavanje celokupnog sistema zaštite organizma. Takođe je važno istaći da je 
jetra organ koji je uključen u metabolizam ugljenih hidrata, te se stoga pretpostavlja da grelin 
može imati direktne efekte na metabolizam glukoze, regulišući njeno usvajanje, sintezu i 
razgradnju (Murata sa sar., 2002; Sangiao-Alvarellos sa sar., 2010). 
U eksperimentima su korišćeni pacovi na ad libitum ishrani bogatoj mastima, kod kojih 
je postignuta gojaznost, jer je utvrđeno da ishrana bogata mastima izaziva viscelarnu 
gojaznost i povećanje telesne mase u animalnim modelima (engl. diet-induced obesity, DIO) 
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(Bray sa sar., 2004). Ad libitum ishrana bogata mastima povezana je sa promenama u biohemiji 
i strukturi kako jetre, tako i celog organizma (Hatori sa sar., 2012). Hatori sa saradnicima je 
utvrdio da ad libitum ishrana bogata mastima kod miševa dovodi do povećanja gojaznosti, 
intolerancije na glukozu, rezistencije na leptin, inflamacije i patoloških procesa u jetri u 
odnosu na miševe kojima je hrana obogaćena mastima bila ponuđena u trajanju od 8 sati i 
kod kojih ne izaziva pomenute poremećaje (Hatori sa sar., 2012). Povećani sadržaj masnoća 
u ishrani je značajan faktor u razvoju IR (Flanagan sa sar., 2008; Ikehara sa sar., 2008). Takođe 
je povezan sa povećanom β oksidacijom u mitohondrijama i peroksizomima, „curenjem“ 
elektrona iz mitohondrijalnog transportnog lanca elektrona, povećanom aktivnošću 
NADPH oksidaze, ksantin oksidaze i aktivacijom inflamatornih ćelija što je preduslov za 
pojavu OxS i moguća oštećenja jetre OxS (Lieber sa sar., 2004; Boden sa sar., 2005; Carmiel-
Haggai sa sar., 2005; Oben sa sar., 2007; Kim sa sar., 2010; Tuzcu sa sar., 2011; Styskal sa 
sar., 2012). Gojaznošću izazvana IR može da dovede do razvoja nealkoholne bolesti masne 
jetre (NAFLD - engl. nonalcoholic fatty liver disease) odnosno neka od tri stadijuma ove hronične 
bolesti: steatoze jetre, nealkoholnog steatohepatitisa i fibroze/ciroze jetre (Carmiel-Haggai 
sa sar., 2005; Narasimhan sa sar., 2010). 
Uticaj grelina na apetit otkriven je kao propratni efekat tokom ispitivanja uticaja 
grelina na oslobađanje GH (Arvat sa sar., 2000). Grelin je hormon koji deluje u pravcu 
održavanja pozitivnog energetskog balansa i pojave gojaznosti. On je jedini poznati, 
periferno cirkulišući hormon, koji stimuliše povećano uzimanje hrane i deponovanje energije 
delovanjem na hipotalamusne NPY/AgRP koeksprimirajuće neurone (Tschop sa sar., 2000; 
Nakazato sa sar., 2001b; Wren sa sar., 2001; Theander-Carrillo sa sar., 2006; Stevanovic sa 
sar., 2012). Sličan efekat se postiže i ishranom bogatom mastima, koja takođe povećava unos 
i deponovanje kalorija (Perez-Tilve sa sar., 2011). Grelin injeciran ICV putem kod pacova 
intezivnije stimuliše uzimanje hrane i povećanje telesne mase u odnosu na periferno injeciran 
grelin (Tschop sa sar., 2000; Wren sa sar., 2001). Takođe je utvrđeno da centralno ili periferno 
injeciran grelin aktivira gene odgovorne za lipogenezu i povećava količinu lipida u jetri 
(Barazzoni sa sar., 2005; Sangiao-Alvarellos sa sar., 2009). 
Rezultati prikazani u Tabela 5-1. i Tabela 5-2 pokazuju da tretman grelinom, 
pojedinačno i u kombinaciji sa ishranom bogatom mastima, nije doveo do očekivanog 
povećanja telesne mase životinja, što je u skladu sa rezultatima pojedinih autora (Stevanovic 
sa sar., 2006; Sudar, 2011; Dobutović sa sar., 2013). Međutim, pojedini literaturini podaci 
pokazuju da tretman grelinom dovodi do povećanja telesne mase (Asakawa sa sar., 2001; 
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Nakazato sa sar., 2001a; Nesic sa sar., 2008; Stevanovic sa sar., 2008). Na osnovu podataka 
iz Tabela 5-2 se može uočiti da je ishrana bogata mastima dovela do statistički značajnog 
povećanja u telesnoj masi. Podaci o koncentraciji cirkulišućeg grelina u stanjima pozitivnog 
energetskog priliva pokazuju da dužina tretmana, kao i makro-nutritivni sastav hrane 
značajno određuju da li će i do kakve promene doći. Pokazano je da koncentracija 
cirkulišućeg grelina mogu biti nepromenjene (Votruba sa sar., 2009) ili povećane nakon 
ishrane bogate mastima (Wadden sa sar., 2012). Međutim u mnogim studijama je utvrđena 
negativna korelacija između koncentracije grelina i gojaznosti, bilo da je ona postignuta 
ishranom bogatom mastima (Erdmann sa sar., 2003; Greenman sa sar., 2004) ili egzogeno 
apliciranim grelinom (Tschop sa sar., 2001; Rosicka sa sar., 2003; Wadden sa sar., 2012). 
Različiti eksperimentalni pristupi koji uključuju različite metode davanja i doze injeciranog 
grelina, zatim broj dana na ishrani bogatoj mastima, kao i sastav same hrane i niz drugih 
parametara mogu biti uzrok neusaglašenosti u dobijenim rezultatima. 
Pored potvrđene uloge grelina u povećanju apetita, sve je više dokaza da je uloga 
grelina u regulaciji metabolizma glukoze bitan aspekt metaboličke uloge grelina. U našim 
eksperimentima, injeciranje grelina normalno hranjenim životinjama dovodi do povećanja 
koncentracije insulina u serumu, dok koncentracija glukoze ostaje nepromenjena (Slika 
5-1.)(Dobutović sa sar., 2013). Rezultati dobijeni merenjem nivoa insulina u serumu gojaznih 
životinja tretiranih grelinom, prate isti trend povećanja, utvrđen kod normalno hranjenih 
životinja, pri čemu nije zapažen efekat grelina na nivo glukoze u serumu gojaznih životinja u 
poređenju sa koncentracijom glukoze kod ne-tretiranih gojaznih životinja (Slika 5-19.)  
Još uvek ne postoji usaglašeno mišljenje o efektima grelina na sekreciju insulina 
(Broglio sa sar., 2001; Adeghate sa sar., 2002; Date sa sar., 2002). Naši rezultati su u 
saglasnosti sa rezultatima nekih autora (Nesic sa sar., 2008; Stevanovic sa sar., 2008), dok 
podaci objavljeni od strane Lee i saradnika (Lee sa sar., 2002) pokazuju da nakon ICV 
tretmana grelinom, grelin dovodi do značajnog povećavanja koncentracije insulina, Kamegai 
i saradnici (Kamegai et al., 2001) u svom radu nisu zapazili značajno povećanje koncentracije 
insulina. Takođe, pokazano je da intravensko davanje grelina dovodi do inhibicije sekrecije 
insulina čak i kada je koncentracija glukoze povećana (Broglio sa sar., 2001; Tassone sa sar., 
2003).  
Mehanizmi kojima grelin utiče na metabolizam glukoze nisu u potpunosti razjašnjeni. 
Još je nejasno da li grelin svoje efekte ostvaruje direktno ili možda indirektno, preko insulina. 
S obzirom da su grelin i receptor za grelin detektovani u α-, β-, i/ili ε-ćelijama pankreasa, 
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pretpostavlja se da se efekat grelina na stimulaciju sekrecije insulina ostvaruje ili parakrino ili 
endokrino (Date sa sar., 2002; Meyer, 2010). Takođe, zbog na izgled sličnog efekta grelina i 
GH na metabolizam glukoze (GH ima suprotne efekte od insulina na metabolizam glukoze 
i lipida) postoje pretpostavke da se efekti grelina ostvaruju GH zavisnim mehanizmima (Nass 
sa sar., 2010; Delhanty sa sar., 2011). Međutim, postoje i podaci koji ukazuju da grelin, možda 
deluje i na GH nezavisan način (Meyer, 2010; Delhanty sa sar., 2011). 
Vrednosti HOMA indeksa prvenstveno ukazuju na IR u jetri. Rezultati koji se odnose 
na vrednosti indeksa HOMA-IR i HOMA-β (Slika 5-2. i Slika 5-20.) pokazuju da su 
vrednosti oba indeksa statistički značajno povećane u odnosu na kontrolne pacove, što 
ukazuje da grelin i ishrana bogata mastima utiču na razvoj IR i poremećaj u sekreciji insulina. 
Kod pacova na ishrani bogatoj mastima povećana sekrecija insulina kompenzuje nastalu IR 
u jetri i utiče na dalji razvoj periferne IR, mitohondrijalne disfunkcije i gojaznosti kao 
odgovor na povećani unos kalorija ili povećani energetski priliv (Kraegen sa sar., 1991; Kim 
sa sar., 2003; Brons sa sar., 2009). Moguće objašnjenje za izostanak karakteristične 
hiperglikemije kod pacova na ishrani bogatoj mastima, je da se u početnom stadijumu IR, da 
bi se dostigle fiziološke vrednosti nivoa glukoze, β ćelije pankreasa pojačano luče insulin, a 
jetra smanjuje uklanjanje insulina iz cirkulacije i na taj način se kompenzuje prisustvo IR (Kim 
sa sar., 2007). Međutim, nakon perioda kompenzovane IR, iako je koncentracija insulina 
povećana, transport glukoze je poremećen što je posledica disfunkcije β ćelija pankreasa i 
njihove nemogućnosti da luče dovoljno insulina (Petersen sa sar., 2002). Iako 
hiperinsulinemija može da kompenzuje IR u nekim slučajevima biološkog delovanja insulina, 
ona može dovesti i do prekomernog delovanja insulina u tkivima kao što su jetra, mišići i 
masno tkivo, koja zadržavaju relativno normalnu senzitivnost na insulin (McFarlane sa sar., 
2001). Sve je veći broj podataka koji govore u prilog činjenici da je grelin povezan sa pojavom 
IR (Wadden sa sar., 2012). Pojedine humane studije ukazuju na negativnu korelaciju između 
nivoa grelina i pojave IR, ali još nije jasno definisano da li je nizak nivo grelina faktor rizika 
ili kompenzatorni odgovor (Ikezaki sa sar., 2002; Broglio sa sar., 2003; Katsuki sa sar., 2004; 
Delhanty sa sar., 2011). Vestergaard i sar. su pokazali da grelin stimuliše razvoj periferne IR 
kod zdravih muškaraca, a kao razlog navode povišen nivo GH i SMK (Vestergaard sa sar., 
2008). U uslovima hiperinsulinemije kod miševa, AG i UAG smanjuju senzitivnost jetre na 
insulin, dok koadministracija AG i UAG, vraća senzitivnost jetre na insulin u normalu 
(Heijboer sa sar., 2006). Usled kontraverznih rezultata efekata grelina na IR, smatra se da su 
dalje istraživanja neophodna kako bi se detaljno izučila uloga grelina u IR. Kod gojaznih 
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životinja posle tretmana grelinom, vrednosti indeksa HOMA-IR i HOMA-β su takođe 
povećane u poređenju sa vrednostima indeksa kod gojaznih, grelinom ne tretiranih životinja.  
S obzirom da grelin nije doveo do očekivanog povećanja telesne mase gojaznih 
životinja, pretpostavljamo da grelin povećava IR, povećavajući lipolizu i to u odsustvu GH i 
kortizola (Vestergaard sa sar., 2008). Literaturni podaci jasno pokazuju da su sinteza i 
sekrecija GH kod gojaznih životinja smanjene (Reil sa sar., 1999; Rahman sa sar., 2006), što 
dovodi do dodatnog nagomilavanja masti i povećavanja telesne mase (Furuhata sa sar., 2000). 
Iwakura i sar su pokazali, koristeći nekoliko različitih modela gojaznosti, da tretman gojaznih 
životinja grelinom dovodi do povećanja odgovora GH što može dovesti do povećanja IR i 
daljeg pogoršavanja DMT2 združenog sa gojaznošću (Cutfield sa sar., 2000; Iwakura sa sar., 
2007; Shrader sa sar., 2011).  
Koncentracija SMK u plazmi ima značajnu ulogu u akutnoj regulaciji metabolizma 
lipida celokupnog organizma, i poznato je da su SMK potentni stimulatori sekrecije 
insulina(Boden, 2003). Naši rezultati (Slika 5-21) pokazuju da grelin injeciran gojaznim 
pacovima nije doveo do značajnih promena u koncetraciji SMK u poređenju sa vrednostima 
SMK izmerenim kod kontrolnih gojaznih pacova, dok je kod normalno hranjenih i gojaznih 
životinja doveo do smanjenja ovih vrednosti (Slika 5-3, Slika 5-21)(Dobutović sa sar., 2013). 
Pojedini literaturni podaci ukazuju da je došlo do smanjenja SMK nakon ishrane bogate 
mastima, kao rezultat inhibiranja lipolize u masnom tkivu u stanjima „gladovanja“ izazvanih 
hiperinsulinemijom (Cornier sa sar., 2006). Takođe uzrok smanjenja može biti i povećano 
preuzimanje SMK u mišićima, koje se verovatno skladište kao intramiocelularni lipidi 
(Bachmann sa sar., 2001; Schrauwen-Hinderling sa sar., 2005; Kiens, 2006; Bickerton sa sar., 
2007; Jain sa sar., 2009). Preliminarni rezultati dobijeni iz eksperimenata u kojima smo 
masenom spektrometrijom određivali količinu lipida u uzorcima jetre kontrolnih i pacova 
tretiranih grelinom, ukazuju na viši nivo palmitinske kiseline u jetri životinja tretiranih 
grelinom, i ovi rezultati se mogu dovesti u vezu sa efektima povećane koncentracije insulina 
koji dovodi do povećanog transport palmitinske kiseline. Poznato je da visok nivo 
palmitinske kiseline dovodi do pojave IR usled smanjenog nivoa fosforilacije insulinskog 
receptora i IRS-1 (Reynoso sa sar., 2003).  
Ishrana bogata mastima je povezana sa promenama u strukturi i biohemiji jetre, kao 
i povećanjem rizika od nastanka hroničnih bolesti jetre (Tuzcu sa sar., 2011). Mnoge od ovih 
promena uslovljene su povišenim nivoom ROS, koje između ostalog dovodi do lipidne 
peroksidacije, povećanja aktivnosti NADPH oksidaze kao i posledičnog oštećenja 
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biomolekula (Beltowski sa sar., 2000; Feillet-Coudray sa sar., 2009; Amirkhizi sa sar., 2010). 
Prethodna in vitro istraživanja su pokazala da grelin ima antinflamatorne i antioksidativne 
efekte (Suematsu sa sar., 2005; Dembinski sa sar., 2006; Zwirska-Korczala sa sar., 2007; Iseri 
sa sar., 2008; Obay sa sar., 2008; Xu sa sar., 2008; Hedayati sa sar., 2009; Hou sa sar., 2009b; 
Huang sa sar., 2009; Liu sa sar., 2010; Cetin sa sar., 2011; Suzuki sa sar., 2011). Barazzoni i 
saradnici su pokazali da grelin injeciran pacovima na ishrani bogatoj mastima, izaziva anti-
inflamatorne efekte u mišićima (Barazzoni sa sar., 2011). In vivo efekti grelina na stimulaciju 
ekspresije antioksidativnih enzima u jetri, nisu ispitivani do sada i molekulski mehanizmi 
kojim grelin ostvaruje svoje efekte na enzime antioksidativnog odbrane još uvek nisu 
razjašnjeni. Naši rezultati pokazuju da grelin ostvaruje svoje antioksidativne efekte, jer 
povećava nivo proteina antioksidativnih enzima u jetri.  
Injeciranje grelina intarevnski ili ICV kod pacova, dovodi do oslobađanja GH 
(Kojima sa sar., 1999; Date sa sar., 2000; Wren sa sar., 2000). Jedna od uloga endogenog 
grelina je da utiče na već uspostavljeni obrazac sekrecije GH, postignut delovanjem 
hipotalamusnih hormona: GH oslobađajućeg hormona, (GHRH; engl. GH-releasing 
hormone) i somatostatina (Castañeda sa sar., 2010). Efekat grelina na sekreciju GH, u in vitro 
ili in vivo uslovima zavisi od primenjene doze grelina (Kojima sa sar., 2005). Čak i niske doze 
ICV injeciranog sekretagoga GH, kao što je grelin, dovode do promena u aktivnosti hipofize 
(Tolle sa sar., 2002; Stevanovic sa sar., 2006) što za posledicu ima povećanje hiperglikemije i 
hiperinuslinemije, a ovi efekti se pripisuju povećanoj sekreciji GH (Chapman sa sar., 1996a; 
Chapman sa sar., 1996b; Clark sa sar., 1997; Muller sa sar., 2001; Takano sa sar., 2001). GH 
ispoljava akutne i hronične efekte na metabolizam ugljenih hidrata i lipida (Davidson, 1987). 
Akutni efekti pokazuju insulinu slične efekte, smanjuju nivo glukoze i povećavaju njen 
transport, stimulišu preuzimanje glukoze od strane mišića i lipogenezu u adipocitima. Ovi 
efekti su prolazni, nakon nekoliko časova dominiraju anti-insulinski efekti: povećanje nivoa 
glukoze, IR i lipolize i inhibicije transporta glukoze (Davidson, 1987; Sangiao-Alvarellos sa 
sar., 2010).  
Važno je istaći da su podeljena mišljenja o prisustvu specifičnih receptora za grelin u 
jetri (Murata sa sar., 2002; Thielemans sa sar., 2007). S obzirom da ne postoje jasne potvrde 
o prisustvu receptora za grelin na jetri i da su injecirane količine grelina bile dovoljne za 
stimulaciju sekrecije GH, koji ciljano deluje na stimulaciju sekrecije insulinu sličnog faktora 
rasta-1 (engl. Insulin-like growth factor, IGF-1) u jetri, a da je u literaturi potvrđena njegova 
stimulativna uloga na ekspresiju enzima antioksidativne zaštite pretpostavili smo da bi grelin 
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preko GH mogao da ima ulogu u prevenciji oštećenja jetre kod normalno uhranjenih i pacova 
na ishrani bogatoj mastima. 
Jedna od ključnih aktivnosti GH je stimulacija sinteze IGF-1 u jetri. Dembinski sa 
saradnicima je pokazao da grelin svojim delovanjem povećava nivo IGF-1 u plazmi 
(Dembinski sa sar., 2005). IGF-1 pored svoje uloge u rastu i razvoju, ostvaruje efekte slične 
insulinu (Simpson sa sar., 2004; Pennisi sa sar., 2006). Takođe, postoje podaci da IGF-1 ima 
anti-apoptotski efekat, kao i antioksidativne efekte koje ostvaruje u jetri (Brown-Borg sa sar., 
2002; Conchillo sa sar., 2005; Garcia-Fernandez sa sar., 2005; Conchillo sa sar., 2007; Perez 
sa sar., 2008; Castilla-Cortazar sa sar., 2011). 
Utvrđeno je da IGF-1 u velikoj meri utiče na smanjenje stvaranja superoksida u 
mitohondrijama (Muguerza sa sar., 2001; Csiszar sa sar., 2008; García-Fernández sa sar., 
2008) i da je nizak nivo IGF-1 u ćeliji snažno povezan sa pojavom OxS (Castilla-Cortazar sa 
sar., 1997; García-Fernández sa sar., 2008; Perez sa sar., 2008; Puche sa sar., 2008). Regulacija 
enzima antioksidativne zaštite se odvija preko niza transkripcionih faktora kao što su: NFκB, 
Nrf2 (engl. erythroid-derived 2)-like 2) i FOXO (engl. Forkhead box protein O). koji su regulisani 
preko IGF-1 signalnog puta i signalnih puteva koje uključuju receptore sa tirozin kinaznom 
aktivnošću, Slika 6-1. Pokazano je da p65-NFκB ima značajnu hepatoprotektivnu ulogu. 
NFκB ima primarnu ulogu u prvim fazama regeneracije jetre, tako što podstiče proliferaciju 
hepatocita i inhibira apoptozu ćelija jetre (Plumpe sa sar., 2000; DeAngelis sa sar., 2005). 
OxS, ishrana bogata mastima i različiti citokini mogu brzo aktivirati NFκB, koja je za 
razliku od ostalih transkripcionih faktora, u ćelijama prisutan u svom neaktivnom obliku 
(Gilmore, 2006). Neaktivan NFκB nalazi se u citoplazmi u formi heterodimera, vezan sa 
inhibitornim proteinom (I-kappa B) (Jacobs sa sar., 1998). Aktivaciji NFκB prethodi 
fosforilacija I-kappa B, praćena njegovom proteolitičkom razgradnjom što omogućava 
translokaciju p50 i p65 dimera u jedro gde se vezuju za DNK i iniciraju transkripciju. 
Subjedinica p65 u jedru ima regulatornu funkciju i aktivira mnoge gene enzima 
antioksidativne zaštite i pro-inflamatorne gene (citokine, hemokine i adhezione molekule) 
(Rahman sa sar., 2006).  
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Slika 6-1. Shematski prikaz uloge IGF-1 u antioksidativnj zaštiti. Preuzeto i 
modifikovano (Muñoz Morón sa sar., 2012) 
 
Rezultati dobijeni merenjem nivoa proteina za p50 i p65 subjedinice NFκB (Slika 
5-15, Slika 5-16) pokazuju da grelin smanjuje nivo proteina obe subjedinice, u citoplazmi 
jetre normalno hranjenih  pacova (Dobutović sa sar., 2013). OxS značajno utiče na aktivaciju 
NFκB i veza između povećanog nivoa ROS-a i aktivacije NFκB je eksperimentalno 
potvrđena (Schmidt sa sar., 1995; Bonizzi sa sar., 2000; van den Berg sa sar., 2001; Azevedo-
Martins sa sar., 2003), mada mehanizam, kojim enzimi antioksidativne zaštite sprečavaju 
aktivaciju NFκB i NFκB-zavisnih gena, još uvek nije poznat (Azevedo-Martins sa sar., 2003).  
Kao što je poznato, aktivnošću iNOS-a stvaraju se velike količine NO, koji lako stupa u 
reakciju sa drugim reaktivnim vrstama. NO reaguje sa O2
* i stvara azot-peroksid, što za 
posledicu vodi nitraciji proteina, oštećenju DNK i aktivaciji polimeraza (ADP-riboze) 
(Beckman sa sar., 1990; Ponnuswamy sa sar., 2009). Naši rezultati ( 
Slika 5-13) pokazuju da grelin smanjuje nivo iNOS proteina u jetri normalno 
hranjenih  i gojaznih pacova, pri čemu ishrana bogata mastima umanjuje efekat grelina 
(Dobutović sa sar., 2013). Rezultati dobijeni izučavanjem efekata grelina na količinu iRNK 
za iNOS i relativnu stopu transkripcije gena Nos2 (Slika 5-13.) ukazuju da su promene u 
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nivou iRNK za iNOS uslovljene promenama na nivou transkripcije. Uočena smanjena 
ekspresija gena za iNOS posredstvom grelina, (Slika 5-14), u saglasnosti je sa literaturnim 
podacima, u kojima je povišena nishodna regulacija ekspresije iNOS grelinom (Nathan sa 
sar., 1994). Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima efekta grelina na iNOS u srcu (Sudar 
sa sar., 2011). Još uvek u literaturi nema dovoljno podataka o in vivo efektima grelina na 
regulaciju iNOS u jetri, naročito u jetri gojaznih pacova. 
S obzirom da je promotor gena za iNOS mesto vezivanja mnogih transkripcionih 
faktora uključujući i NFκB koji se vezuje za 5´kraju gena za iNOS (Nathan sa sar., 1994; Hou 
sa sar., 2009a), moguće objašnjenje za ovako dobijene rezultate, je da grelin in vivo delovanjem 
sprečava fosforilaciju, deaktivaciju IkB-α i inhibira translokaciju NFκB u jedro sprečavajući 
indukciju iNOS gena (Slomiany sa sar., 2011a). Ovi rezultati mogu ukazivati na veoma bitnu 
ulogu NFκB kao regulatornog faktora grelinom indukovane ekspresije iNOS u jetri pacova. 
Takođe, pokazano je da povećani kapacitet inaktivacije ROS u β ćelijama može dovesti do 
inhibiranja citokinima-indukovane aktivacije NFκB i smanjiti posledičnu aktivaciju 
promotera za iNOS (Azevedo-Martins sa sar., 2003). 
Naši prethodno objavljeni rezultati zajedno sa radovima drugih autora pokazuju da 
ERK1/2 ima aktivnu ulogu u fosforilaciji i defosforilaciji mnogih signalnih enzima koji 
regulišu ekspresiju i aktivnost iNOS (Isenovic sa sar., 2000; Rao, 2000; Yu sa sar., 2003; Wu 
sa sar., 2009; Sudar sa sar., 2011). ERK1/2 kaskada uključuje molekule koji fosforilacijom 
aktiviraju jedni druge, što na kraju dovodi do aktivacije NFκB i regulacije transkripcije gena. 
Fosforilacija Tyr ostataka na Thr202/Tyr204 i Thr185/Tyr187 je neophodna za punu aktivaciju 
ERK1/2. Aktiviran ERK1/2, može dalje fosforilisati mnoge ciljne proteine, uključujući 
faktore transkripcije i protein kinaze (Whitmarsh sa sar., 1998). Uloga ERK1/2 u aktivaciji 
iNOS pokazana je u nekoliko sistema (Kim sa sar., 2005; Ellerhorst sa sar., 2006; Hou sa sar., 
2009a; Xiao sa sar., 2011). Vezivanje NFκB heterodimera za promoterski region iNOS, 
posredovano je aktivacijom ERK1/2 (Kim sa sar., 2005; Hou sa sar., 2009a). Pored toga, 
pokazano je da grelin aktivira signalni put IRS/MAPK (Murata sa sar., 2002). 
U ovoj doktorskoj disertaciji, merenjem fosforilacije ERK 1/2, indukovane grelinom, 
analizirana je uloga ERK1/2 u aktivaciji NFκB i ekspresiji iNOS. Dobijeni rezultati (Slika 
5-17) pokazuju da injeciran grelin dovodi do povećanja fosforilacije ERK1/2 u jetri 
normalno hranjenih  pacova (Dobutović sa sar., 2013), dok ovaj efekat grelina kod gojaznih 
životinja u poređenju sa ne tretiranim gojaznim životinjama је statistički značajan. 
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Literaturni podaci, jasno ukazuju na važnu ulogu Akt u regulaciji NFκB i aktivaciji 
iNOS i enzima antioksidativne zaštite. Slomiany sa sar. (2011a) su pokazali da delovanje 
grelina na LPS indukovanu regulaciju IKK- β i iNOS u želudačnoj mukozi, uključuje i 
aktivaciju Akt, dok su Rojo i saradnici utvrdili da je PI3K/Akt signalni put uključen u 
antioksidativnu zaštitu, povećanjem ekspresije Cu/Zn-SOD i MnSOD, aktivacijom NFκB 
(Rojo sa sar., 2004). Naš sledeći korak u istraživanju bio je usmeren na utvrđivanje efekata 
grelina na fosforilaciju Akt na aminokiselini Ser473. Dobijeni rezultati (Slika 5-18) pokazuju 
da grelin svojim delovanjem stimuliše fosforilaciju Akt u jetri normalno hranjenih životinja 
(Dobutović sa sar., 2013), što se može objasniti literaturnim podacima koji jasno ukazuju da 
su i iNOS i NFκB regulisani aktivnošću Akt (Rojo sa sar., 2004; Slomiany sa sar., 2011a). 
Prenos signala kroz Src/Akt signalni put zauzima centralno mesto u odgovoru na stimulaciju 
grelinom, posredovanu GHSR receptorom (Lodeiro sa sar., 2009; Slomiany sa sar., 2011a; 
Slomiany sa sar., 2011b). Pojedini autori su ispitivali i mogućnost da je IKK kompleks mesto 
inhibicije, izazvane procesom S-nitrozilacije specifičnih ostataka cisteina, endogenim 
donorima NO, u aktivacionoj petlji IKK-β (Marshall sa sar., 2004; Reynaert sa sar., 2004; 
Perkins, 2007; Slomiany sa sar., 2011a). Jedan od mehanizama interakcije između PI3K/Akt 
i NFκB puteva uključuje direktnu fosforilaciju IκB kinaze α (IKKα) Akt, što vodi do 
aktivacije ove kinaze ushodno od NFκB. Akt može direktno fosforilisati c-Raf inhibirajući 
efekta Akt na ERK 1/2 signalni put (Manning sa sar., 2007). Neki od nishodnih enzima koje 
reguliše Akt, u fosforilisanom stanju mogu omogućiti komunikaciju između signalnih puteva. 
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Shema 6 - 1. Prikaz signalnih puteva uključenih u aktivaciju antioksidativnih 
enzima i iNOS; IκK - kinaza koja učestvuje u fosforilaciji inhibitora IkBα (od engl. 
IκB Kinase); IkBα - inhibitor NFκB - (engl. Inhibitor of nuclear factor kappa B); p – 
fosfo grupa; p50 - subjedinica p50 NFκB; p65 - subjedinica p65 NFκB; Akt – protein 
kinaza B; IGF-1 - insulinu sličan faktor rasta-1 (engl. Insulin-Like Growth Factor-1 ; 
IGFR-1 - receptor za IGF -1; iNOS – inducibilna NOS; PI3-K - fosfatidilinozitol-3 –
kinaza; GH - hormon rasta (engl. Growth Hormone); GH-R – receptor za HR. 
 
Na osnovu svih prikazanih rezultata u okviru ove doktorske disertacije može se 
zaključiti da se efekti grelina na regulaciju enzima antioksidativne zaštite kao i iNOS, 
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najverovatnije ostvaruju indirektnim putem. S obzirom da je PI3-K/Akt/ERK 1/2 signalna 
kaskada uključene u mehanizam delovanja IGF-1 (Isenovic sa sar., 2003; Isenovic sa sar., 
2004; Dimova sa sar., 2005), može se pretpostaviti da ICV injeciran grelin stimuliše stvaranje 
IGF-1 koji deluje kroz mehanizam koji uključuje PI3-K zavisnu aktivaciju Akt i ERK1/2 
kaskade i dalje povećava ekspresiju antioksidativnih enzima i reguliše ekspresiju/aktivnost 
iNOS kroz aktivaciju NFκB udruženog sa IR. Grelinom balansirani i paralelni prenos signala 
između Akt i ERK 1/2 puteva održava normalnim metabolizam i funkcionisanje jetre kod 
normalno uhranjenih (Shema 6-1.). 
  
7. Zaključci 




Na osnovu rezultata dobijenih i prikazanih u okviru ove doktorske disertacije, mogu 
se izvesti sledeći zaključci o in vivo efektima grelina u jetri normalno hranjenih i gojaznih 
pacova:  
1. Grelin, kod normalno hranjenih pacova dovodi s jedne strane do razvoja 
insulinske rezistencije (dijabetogeni efekti se ogledaju u povećanim HOMA-IR i HOMA-
β indeksima, povišenom koncentracijom insulina kao kompenzatornim efektom rane IR, 
prividne euglikemije), a s druge strane ispoljava protektivne, antioksidativne efekte 
obzirom na smanjene vrednosti serumskih slobodnih masnih kiselina, smanjenje ekspresije 
iNOS i nivoa p65 i p50 subjedinica transkripcionog faktora NFκB i povećane vrednosti 
ekspresije i aktivnosti antioksidativnih enzima.  
2. Svoje bipolarne efekte na jetru normalno hranjenih pacova, grelin verovatno 
ostvaruje preko IGF-1 signalnog puta, koji uključuje aktivaciju nishodnih aktera 
poput ERK1/2 i Akt kinaze. Povećanom fosforilacijom Akt i ERK1/2 kinaze kod 
normalno hranjenih pacova evidentan je uticaj grelina na višestruku ulogu Akt i ERK1/2 u 
signalnoj transdukciji, bilo u pravcu regulacije metabolizma glukoze ili aktivacijom drugih 
nishodnih ciljnih molekula preko kojih se ostvaruje antioksidativna uloga grelina. 
3. Većina ovih efekata grelina je ublažena ili suprimirana u modelu gojaznih 
pacova (pacovi na 4 nedeljnoj dijeti bogatom mastima, kod kojih se takođe razvila početna 
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insulinska rezistencija). Možemo zaključiti da je efekat ICV injeciranog grelina umanjen 
razvojem IR i OxS, izazavanih gojaznošću. Vrednosti gore pomenutih parametara su 
značajno umanjeni kod gojaznih pacova, što ukazuje da je OxS značajan činilac u narušavanju 
signalne transdukcije.  
4. Posmatrajući efekte egzogeno-intracerebovaskularno primenjenog grelina 
kod gojaznih pacova, može se zaključiti da je on potencirao dijabetogena dejstva, 
pojačavajući IR i kreirajući blagu hipoglikemiju sa još izraženijom kompenzatornom 
hiperinsulinemijom. S druge strane, grelin, delimično ublažava inflamatorno stanje 
smanjenjem SMK i znatno sniženim nivoom iNOS u odnosu na kontrolu a bez 
značajne promene u odnosu na ove parametre kod HF grupe, što govori u prilog da 
grelin nije uspeo da ostvari svoje antiinflamatorno delovanje. Nasuprot tome njegova 
antioksdiativna protektivna uloga u HF grupi, ogleda se u znatnom povećanju 
ekspresije antioksidativnih enzima, do nivoa bliskog delovanju grelina kod kontrolnih 
životinja. 
Pozitivno delovanje grelina na primenjeni patofiziološki model, u okviru ove 
doktorske disertacije, omogućava polaznu osnovu za dalja istraživanje molekulskih 
mehanizama uključenih u delovanje grelina na OxS u patofiziološkim uslovima kao što je 
gojaznost udružena sa insulinskom rezistencijom. 
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